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ABSTRAKT 
 Tato diplomová práce se zabývá stanovením anthokyanových barviv v bezu černém 
(Sambucus nigra L.). V teoretické části je popsána obecná charakteristika rostliny, její 
chemické složení, krátky přehled vyšlechtěných odrůd a možnosti využití bezu černého 
v potravinářství a lékařství. Větší pozornost je věnována anthokyanovým barvivům. Je zde 
popisována jejich charakteristika, výskyt, faktory, které mají významný vliv na jejich 
stabilitu. Krátce je zde shrnuta biosyntéza pigmentů a jejich metabolismus, pozitivní účinky 
barviv a jejich využití v potravinářství. Jsou zde zmíněny i možnosti jejich stanovení. Další 
kapitola pojednává o vysokoúčinné kapalinové chromatografii. V závěru teoretické části jsou 
shrnuty poznatky z analýzy anthokyanových barviv v různých matricích odbornými 
vědeckými pracovníky. 
 V experimentální části bylo analyzováno celkem 16 odrůd bezu černého, které pocházejí 
z výzkumného a šlechtitelského ústavu v Holovousích. K identifikaci a kvantifikaci barviv 
byla použita metoda vysoko účinné kapalinové chromatografie s detekcí diodovým polem při 
vlnové délce 520 nm. Pro zkrácení doby analýzy a zlepšení rozlišení separace byl 
optimalizován gradient mobilní fáze. 
 Metodou HPLC byla identifikována 4 barviva: kyanidin-3-sambubiosid, kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid. Celkové plochy píků 
anthokyanů se pohybovaly v rozmezí od 33283833,7 mAU·min-1 do 5539950,7 mAU·min-1. 
Nejvíce anthokyanových barviv bylo stanoveno v odrůdě Mammut (33283833,7 mAU·min-1), 
nejméně pak v odrůdě Aurea (5539950,7 mAU·min-1). Až na odrůdy Haschberg a Aurea byl 
kyanidin-3-sambubiosid majoritním barvivem ve všech odrůdách bezu černého. Pomocí 
regresní rovnice kalibrační křivky kyanidin-3-glukosidu byly příslušné plochy píků 
přepočítány na koncentrace barviva ve všech odrůdách bezu. Nejvíce tohoto anthokyanu 
obsahovala odrůda Mammut (0,49 mg·ml-1) a nejméně odrůda Aurea (0,03 mg·ml-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Bez černý (Sambucus nigra L.), anthokyany, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
s detekcí  s diodovým polem 
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ABSTRACT 
 This diploma thesis is concerned with determination anthocyanins dyes in elderberry 
(Sambucus nigra L.). In theoretical part there is described general characterization of the 
plant, its chemical composition, short view of elderberry breeding and possibilities of usage in 
food and medical industry. Bigger attention is paid to anthocyanins dyes. There is described 
their characterization, occurrence, factors that have an impact on their stability. Biosynhesis 
of the pigments and metabolism, benefit effects and their usage in food chemistry are then 
shortly sumarized. Methods of determination of anthocyanins are discused too. Next chapter 
deals with high performance liquid chromatography. At the end of  theoretical part, there is 
sumarized findings of anthocyan dyes analysis by expert scientists in various matrix. 
 In experimental part, total of 16 species of elderberry were analyzed. These species are 
from research and breeding institute of pomology in Holovousy. The dyes were identification 
and quantification by high performace liquid chromatography coupled with a diode array 
detector. Detection wavelenght was 520 nm. Gradient of mobile phase was optimilized 
because of shortening analyses time and resolution improvement. 
 Four dyes were identified by HPLC: cyanidin-3-sambubioside, cyanidin-3-glukoside, 
cyanidin-3,5-diglukoside a cyanidin-3-sambubioside-5-glukoside. Total amount of 
anthocyanins ranged from 33283833,7 to 5539950,7 mAU·min-1. The most anthocyanins dyes 
were determined in Mammut species (33283833,7 mAU·min-1), the lowest amount was 
measured in Aurea species (5539950,7 mAU·min-1). The most abundant anthocyanin in all 
species of eldeberry fruit except Haschebrg and Aurea species was cyanidin-3-sambubioside. 
The concentrations of cynidin-3-glucoside in all of the berries were quantified using 
regression equation of calibration curve. Mammut species had the most amount of this 
anthocyan (0,49 mg·ml-1)  and the lowest amount had Aurea species (0,03 mg·ml-1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KEYWORDS 
Elderberry (Sambucus nigra L.), anthocyanins, high performance liquid chromatography with 
diode array detector 
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1 ÚVOD 
 Bez černý (Sambucus nigra L.) se používá v lidovém léčitelství již odpradávna. První 
zmínky o bezu černém se datují od starověkého Řecka a Říma. Zmiňují se o něm ve svých 
spisech lékaři jako jsou Hippokrates, Galen nebo Avicenna. V současnosti jsou bez černý a 
další druhy rodu Sambucus stálým objektem vědeckého výzkumu, za poslední dobu bylo 
publikováno více ne 200 odborných publikací, které přinášejí nové poznatky o rostlině i jejích 
obsahových látkách. Výluh nebo odvar z květů působí močopudně a používá se při 
horečnatých onemocněních. Extrakt nebo šťáva z plodů je běžně užívaným prostředkem při 
chřipce a nachlazení. Z listů nebo kůry se připravují obklady, které působí proti otokům a 
revmatismu. 
 Tato rostlina patří do čeledi zimolezovitých (Caprifoliaceae), která zahrnuje přibližně 20 
odrůd bezu černého. Planý bez černý je rostlinou nenáročnou na růstové podmínky, vyskytuje 
se téměř na jakémkoliv místě mírného a subtropického pásu. V současnosti jsou jedním 
z nejvýznamnějších trendů v potravinářském a farmaceutickém průmyslu vzrůstající 
požadavky na drahocenné přírodní zdroje antioxidačních sloučenin a barviv. Mezi běžným 
ovocem a zeleninou je právě bez černý jedním z nejbohatších zdrojů anthokyanů, flavonoidů 
a proto tedy i antioxidační kapacity. V této souvislosti je mu přisuzována  stále větší 
pozornost ze strany pěstitelů a šlechtitelů. Rakousko, Dánsko, Maďarsko, Anglie nebo 
Slovensko patří mezi nejvýznamnější země, které se zabývají šlechtěním bezu černého. Mezi 
významné odrůdy patří např. Sambo, Dana, Haschberg, Donau, Prägarten, Samyl nebo 
Gentofte. Česká republika je se šlechtěním odrůd bezu černého teprve na začátku a usiluje o 
zařazení této rostliny mezi ovoce. 
 Kromě vůně, textury a ekonomického zřetele je barva produktu jedním z nejdůležitějších 
atributů, které ovlivňují spotřebitelský zájem. Přírodní i syntetická barviva patří mezi látky 
přídatné a jsou přidávána během procesů zpracování suroviny, aby stabilizovala nebo 
obnovila měnící se původní barvu, ale také k přímému barvení potravin, které by jinak tuto 
barvu vůbec neměly anebo by byly méně atraktivní. Třebaže syntetická barviva vykazují 
evidentní výhody oproti jejich přírodním protějškům s ohledem na stabilitu, tak jsou čím dál 
více spotřebiteli odmítána kvůli obavám z vlivu na lidské zdraví. Mezi významná, ve vodě 
rozpustná přírodní barviva patří anthokyany. Tyto polární sloučeniny se používají 
v potravinářském průmyslu k barvení zmrzliny, mléčných výrobků, džemů, limonád a dalších 
potravin. V Evropské unii jsou všechna barviva odvozená od anthokyanů považována za 
„přírodní barviva“ a jsou označena kódem E 163. V České republice upravuje použití 
přídatných látek a jejich nejvyšší přípustné množství vyhláška 304/2004 Sb. 
 Pro stanovení anthokyanů je možno použít celou řadu různých technik. Extrakčními 
metodami jako jsou CSE (tradiční extrakce rozpouštědlem), SFE (extrakce v superkritické 
tekutině), PSE (extrakce za zvýšeného tlaku) nebo SPE (extrakce na pevné fází) se získá 
extrakt pigmentů, který je analyzován nejčastěji prostřednictvím kapilární elektroforézy nebo 
kapalinové chromatografie s různými možnostmi detekce. 
 Chromatografie patří mezi nejdůležitější separační metody. Rozvoj HPLC se datuje do 
doby 60.–70.let 20.století. Dnes se používá pro analýzu vysokomolekulárních a biochemicky 
významných látek, zejména ve farmaceutickém, potravinářském průmyslu, klinické a 
biochemické praxi nebo pro kontrolu čistoty životního prostředí.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Bez černý 
 Existuje přibližně 20 druhů bezu patřících do rodu Sambucus v čeledi zimolezovitých 
(Caprifoliaceae), které rostou v mírném i subtropickém pásu obou polokoulí kromě Afriky. 
Bez černý (Sambucus nigra L.) je nejvýznamnějším druhem bezu rostoucího v Evropě. Je to 
opadavý, vytrvalý keř, který dorůstá výšky až 6 m. Mladé větve jsou zelené. Dospělý keř má 
světle hnědou až šedou tečkovanou kůru, větve jsou vyplněny bílou vatovitou hmotou. Krátce 
řapíkaté, vstřícně postavené listy jsou lichozpeřené se dvěma až třemi jařmy, které začínají 
rašit již v dubnu. Bez černý kvete na začátku léta. Stovky malých, krémově zbarvených a 
silně vonících kvítků vyrůstají na plochém chocholíku. Na konci léta nebo na začátku 
podzimu se z květů vyvinou fialovo-černé plody , které mají v průměru cca 3–6 mm. Plody 
jsou kulaté trojsemenné peckovičky. [1] 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Bez černý patří mezi nejméně náročné keře. Snáší i poměrně špatné půdní podmínky. 
Vyhledává půdy vlhké, bohaté na dusík a humus, vyhýbá se však půdám vápenitým. 
Přirozeně obrůstá vlhká a stinná místa. Často se vyskytuje jako součást porostu v lesích, 
v okolí železničních drah, oplocení, zanedbaných zahradách nebo parcích. Je možné ho najít i 
na kamenitých místech zarostlých křovím, v různých roklinách i kopcích. Může být označen 
jako divoce rostoucí rostlina, ale i šlechtěná kultura. Předními producenty bezu černého jsou 
Dánsko, Itálie a Rakousko. [4, 5, 6] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
Obrázek 1. Bez černý-květ [2, 3] 
Obrázek 2. Bez černý-plod [7] 
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 Bez černý bývá někdy zaměňován s bezem chebdím (Sambucus ebulus). Tato bylina je 
menšího vzrůstu, nemá dřevnatý stonek, listy a květy jsou téměř stejné jako u bezu černého. 
Hlavním rozpoznávacím znakem jsou tyčinky, které jsou u bezu černého poléhavé zatímco  
u bezu chebdího jsou rovné a fialové. Plody jsou na rozdíl od bezu černého větší, tmavší a 
vyrůstají vzhůru. Bez chebdí nepříjemně voní a jeho plody jsou jedovaté. Droga má 
močopudné účinky, užívá se při zánětech močových cest, podporuje vykašlávání a působí 
sekretostimulačně. Nicméně se nedoporučuje užívat ho v domácím léčitelství, neboť může být 
při větších dávkách velmi toxický. [10, 25] 
 Dalším zástupcem, který může být zaměňován s bezem černým je kanadský bez (Sambucus 
canadensis). Tento keř je dva až tři metry vysoký s visutými větvemi. Listy jsou tří až pěti 
laločnaté, které se sbíhají do ostrých hrotů. Původní vlastí tohoto bezu je Severní Amerika. 
Zde roste podél plotů nebo je součástí plotů živých. I v Evropě je tato rostlina velmi rozšířená, 
převážně jako okrasná zahradní rostlina. Komerční produkce bezu je soustředěna ve státě 
Oregon. [6, 8] 
 Na starých kmenech bezu černého můžeme nalézt bezovou houbu (Exidia auricula judae), 
lidově řečeno židovské ucho. Tato houba obsahuje velké množství barosinu a olejů, používá 
se při bolestech a zánětech očí. [8] 
2.1.1 Chemické složení černého bezu 
 Bez černý obsahuje velké množství farmakologicky významných látek. Mezi nejdůležitější 
látky patří flavonoidy jako kvercetin a rutin, anthokyany, protein Sambucun nigra 
agglutinin III (SNA III), kyanogenní glykosidy zahrnující sambunigrin, vitaminy A, B1, B2, 
B3 a C. [4] 
 Květy obsahují zejména silice (0,03–0,14 %), flavonoidy (1,8 %); rutin, isokvercitrin, 
hyperosid, fenolkarboxylové kyseliny (p-kumarovou, kávovou, ferulovou), triterpeny (α- a  
β-amyrin, oleanolovou kyselinu), třísloviny, sliz. 
 Plody obsahují silice (0,01 %), flavonoidy, anthokyany (0,2–1 %), třísloviny (3 %), 
kyanogenní glykosidy, organické kyseliny, sacharidy (7,5 %) a vitamin C (0,03 %). [14] 
Flavonoidy 
 Flavonoidní látky jsou rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů. Jejich struktura je odvozena 
od kyslíkaté heterocyklické sloučeniny flavanu. V přírodě se vyskytují zejména ve formě  
O-glykosidů. Jsou významnou součástí antioxidačního systému, působí preventivně proti 
kardiovaskulárním onemocněním, podporují imunitní systém a působí antibakteriálně. 
Hlavními flavonoidy bezu černého jsou flavonolový glykosid rutin (kvercetin-3-
rhamnoglukosid) a jeho aglykon kvercetin. Bez černý obsahuje 4 anthokyanová barviva, která 
jsou odvozena od kyanidinu. Majoritními pigmenty jsou kyanidin-3-glukosid (CG) a 
kyanidin-3-sambubiosid (CS), mezi minoritní barviva patří kyanidin-3,5-diglukosid (CGG) a 
kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid (CSG). Jedovatým zástupcem flavonoidů je sambunigrin, 
který je popsán níže. [14, 15] 
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Alkaloidy 
 Alkaloidy představují skupinu dusíkatých organických sloučenin vyskytujících se zejména 
ve formě solí s organickými kyselinami. Jsou to látky lipofilního charakteru, málo rozpustné 
ve vodě, pevné, bez barvy a zápachu. Nacházejí se nejčastěji ve vyšších rostlinách. Jejich 
přítomnost však byla popsána i v některých houbách, plavuních a přesličkách. Každá rostlina 
obsahuje obvykle jeden hlavní alkaloid a další alkaloidy, které jej doprovázejí. Obsah těchto 
látek v rostlinách závisí na vnějších podmínkách, které na rostlinu působí. Pro člověka 
představuje většina alkaloidů prudký jed. Bez černý obsahuje ve svých listech a kůře alkaloid 
sambucin. [15] 
Třísloviny 
 Třísloviny jsou rostlinné polyfenoly s vysokou molekulovou hmotností. Jsou to látky 
chemicky nestálé, nejsou krystalické a jsou rozpustné ve vodě na kyselé roztoky. Mají trpkou 
a svíravou chuť. Třísloviny mají schopnost srážet bílkoviny za vzniku sloučenin, které jsou 
rezistentní vůči proteolýze, čehož se využívá ve farmakologii. Vyznačují se antimikrobiálními 
a sekretolytickými účinky. Působí příznivě při zánětlivých procesech kůže a sliznic, léčí otoky 
močových cest a trávicího traktu a tím působí proti průjmu. Jeden litr bezové šťávy obsahuje 
asi 4 mg tříslovin, přičemž jejich obsah závisí hlavně na stáří rostliny. [8] 
Kyanidin-3-glukosid  Kyanidin-3,5-diglukosid 
Kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid Kyanidin-3-sambubiosid 
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Esenciální oleje 
 Esenciální oleje (silice) jsou složité směsi těkavých, intenzivně vonících látek lipofilního 
charakteru. Jsou složeny hlavně z acyklických, monocyklických a bicyklických monoterpenů. 
Silice mají protizánětlivé a zklidňující účinky (nervová soustava), regulují činnost jater, 
rozpouštějí hleny a podporují chuť k jídlu. Květy bezu černého obsahují cca 0,2 % 
esenciálních olejů. Téměř ve všech esenciálních olejích je přítomný fenylacetaldehyd, který je 
hlavní součástí aroma bezinkové šťávy. [13, 14] 
Organické kyseliny 
 Bez černý obsahuje velké množství kyselin. Mezi nejvýznamnější zástupce patří: kyselina 
jablečná, citrónová, olejová, linolová, linolenová, palmitová, šikimová, fumarová a další. [26] 
Sacharidy 
 Organické sloučeniny, které patří do skupiny polyhydroxyderivátů aldehydů (aldózy) a 
ketonů (ketózy). Sacharidy jsou stálou složkou všech buněk, spolu s bílkovinami a lipidy se 
řadí mezi hlavní živiny a jsou využívány jako zdroj energie. Bývají součástí biologicky 
aktivních látek, jakými jsou glykoproteiny, některé koenzymy nebo hormony. Majoritními 
sacharidy bezu černého jsou glukóza a fruktóza. [13] 
Saponiny 
 Glykosidy obsahující lipofilní aglykon (sapogenin) a hydrofilní cukerný zbytek. Patří mezi 
sekundární metabolity rostlin jejichž přesný význam není zcela znám, pravděpodobně působí 
jako prostředek jejich aktivní ochrany proti choroboplodným mikroorganismům. Při třepání 
s vodou silně pění, používají se tedy v potravinářském, farmaceutickém a kosmetickém 
průmyslu jako povrchově aktivní látky. Saponiny ale také dráždí žaludeční a střevní sliznice a 
mohou způsobovat lokální záněty. [15] 
Pryskyřice, slizy, gumy 
 Pryskyřice (lidově smola) je amorfní hmota, která vytéká po poranění z kůry stromů. 
Z chemického hlediska se jedná o směs terpenů, kyselin a jejich esterů, alkoholů.  
 Slizy patří mezi polysacharidy, které pokrývají a chrání sliznici. Používají se jako čeřící 
prostředky v pivovarnictví nebo vinařství a jako emulgátory.  
 Gumy jsou amorfní polysacharidy složené z hexóz (D-galaktóza, L-rhamnóza) a pentóz  
(L-arabinóza) zakončené obvykle kyselinou glukuronovou. Vyskytují se zpravidla ve formě 
solí s vápníkem, draslíkem nebo hořčíkem. [15] 
Vitamíny 
 Tradičně se vitamíny dělí do dvou skupin: na rozpustné v tucích a ve vodě. Skupina 
vitaminů rozpustných ve vodě se skládá z vitamínu C a skupiny vitaminů B komplexu. Mezi 
ty, které jsou rozpustné ve vodě patří vitamíny A,D,E a K. Většinu vitamínů, které pro náš 
život potřebujeme jsou esenciální a musí být přijímány v potravě. Černý bez obsahuje 
vitamin A, vitamin B1, vitamin B2, vitamin B3 a vitamin C. 
 Vitamín A je životně důležitý pro oči, růst kostí a zubů, reprodukci, vývoj kůže a sliznic a 
imunitní systém. Nedostatek tohoto vitamínu může způsobit poruchy zraku, ve vzácných 
případech mohou na rohovce oka vznikat vřídky, které vedou až k oslepnutí, dále pak  
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k oslabení imunitního systému nebo deficitnímu růstu a vývoji u dětí. Čerstvá bezinková 
šťáva obsahuje dostatek vitamínu A. [12] 
 Vitamín B1 (thiamin) je derivátem pyrimidinu a thiazolu. Jeho hlavní funkcí je přeměna 
sacharidů na energii, která je potřebná pro správnou funkci naší nervové soustavy, svalů a 
srdce. Klasickým příznakem dlouhodobého nedostatku vitamínu je B1 je nemoc beri-beri. 
Čerstvě vylisovaná šťáva z černého bezu, která vitamin B1 obsahuje, se nesmí nechat příliš 
dlouho na vzduchu, protože vitaminy jsou těkavé látky a jejich úplné množství je v bezové 
šťávě zachováno bezprostředně po vylisování plodů. [12] 
 Vitamín B2 (riboflavin) je složkou dvou koenzymů (flavin adenin dinukleotid – FAD, 
flavin mononukleotid – FMN), které se účastní většiny chemických reakcí v rámci látkové 
přeměny , během níž vzniká energie. Mezi projevy nedostatku patří popraskané rty, temně 
rudý jazyk, skvrny na pokožce, hypercitlivost na světlo aj. 100 g plodů černého bezu obsahuje 
přibližně 0,78 mg vitaminu B2. [12] 
 Vitamín B3 (niacin) je buňkami využíván k syntéze dvou koenzymů (nikotinamid adenin 
dinukleotidu – NAD, nikotinamid adenin dinukleotid fosfát – NADP), které jsou klíčovými 
složkami metabolismu sacharidů, lipidů a aminokyselin. Klasickým příznakem nedostatku je 
pelagra, která se projevuje demencí, průjmy, vznikem ekzému a pokud se neléčí, tak může být 
i smrtelná. 1 litr bezové šťávy obsahuje asi 40 mg niacinu. [12] 
 Vitamín C (kyselina askorbová) je důležitý zejména pro tvorbu kolagenu, správnou funkci 
imunitního systému a bílých krvinek, účastní se tvorby neurotransmiteru noradrenalinu. 
Avitaminóza se projevuje únavou, zánětem dásní, zvýšenou vnímavostí k infekcím, kurdějemi 
aj. Černý bez je rostlinou obzvláště bohatou na vitamin C, 100 g čerstvých plodů černého 
bezu obsahuje až 18 mg vitaminu C. [12] 
Minerální látky 
 Bezová šťáva obsahuje větší množství draslíku, vápníku, fosforu a sodíku. Všechny tři 
prvky se řadí mezi makroelementy, jejichž denní potřeba se pohybuje v gramech. Draslík je 
intracelulární prvek, který je důležitý pro metabolismus kyslíku v mozku, acidobazickou 
rovnováhu nebo pro podporu funkce svalů a nervů. Jeden litr šťávy z bezu černého obsahuje 
cca 50 mg draslíku. Sodík je hlavním kationtem extracelulárního prostoru. Je potřebný např. 
k udržení acidobazické rovnováhy, osmotického tlaku transportu látek přes membrány a 
podílí se na zvýšení krevního tlaku. Největší část vápníku se vyskytuje jako nesměnitelný 
pool v kostech a zubech. Zbylá část je důležitá pro správnou srážlivost krve, svalovou činnost, 
aktivaci enzymů nebo permeabilitu buněčných membrán. K optimálnímu vstřebávání vápníku 
je nezbytný vitamín D3 (kalciferol), který se vytváří v kůži při vystavení slunečnímu záření. 
Sloučeniny fosforu jsou hlavní složkou tkání rostlinných i živočišných buněk. Většina fosforu 
(anorganický) se nachází, stejně jako vápník, v kostech a zubech. Fosfor (organický) je 
důležitý pro uvolňování energie v buňkách, vstřebávání a přenos živin a účastní se regulace 
enzymové aktivity. 100 g plodů bezu obsahuje cca 57 mg fosforu, jeden litr jeho šťávy má asi 
0,5 g fosforu. [8, 16] 
Kyanogenní sloučeniny 
 Mnoho rostlin syntetizuje sloučeniny, které jsou schopné při hydrolýze uvolňovat toxický 
kyanovodík. Tento proces zpravidla vyplývá z přítomnosti kyanogenních glykosidů nebo 
kyanolipidů. Kyanogenní glykosidy jsou deriváty α-hydroxynitrilů. Zpravidla jsou členěny 
podle aminokyseliny, ze které vznikají biosyntézou. Od fenylalaninu je odvozen epimerní pár 
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β-glukosidů (S)-sambunigrin a jeho doprovází (R)-prunasin. Tato epimerní směs se dříve 
nazývala prulaurasin. Mezi druhy bezu, které obsahují tyto kyanosloučeniny, patří S.glauca 
Nutt, S.racemosa, S.sieboldiana, S.nigra L. [13, 18, 19] 
 Samotné kyanogenní sloučeniny toxické nejsou, ale jejich rozkladný produkt kyanovodík, 
jehož toxicita je zapříčiněna inhibicí cytochromoxidázy v dýchacím řetězci a reakcí 
s hemoglobinem. Letální dávka je u člověka stanovena na 0,5–3,5 mg·kg-1.  [13] 
 Kyanogenní glykosidy jsou rozkládány enzymaticky i chemicky. Enzym β-glukosidáza 
hydrolyzuje glykosidovou vazbu za vzniku kyanhydrinu (2-hydroxynitrilu) a cukru (glukóza). 
Aldehydlyasa katalyzuje štěpení kyanhydrinu na aldehyd nebo keton a kyanovodík. 
V kyselém prostředí a za zvýšené teploty se kyanosloučeniny hydrolyzují na zmíněné 
meziprodukty, v alkalickém prostředí vznikají z obou epimerů glykosidy 2-hydroxykyselin. 
[13, 18, 19] 
 Po mnoho let se výzkumníci snaží nalézt metodu, kterou se  kyanogenní glykosidy 
spolehlivě stanoví. To bývá zpravidla uskutečněno enzymatickou nebo chemickou hydrolýzou 
těchto látek a jeho následná analýza enzymově membránovými reakcemi, titrací AgNO3. 
Jednou z hlavních nevýhod tohoto postupu je nemožnost identifikace a kvantifikace 
specifických sloučenin zodpovědných za uvolnění kyanhydrinu. Přímá analýza kyanogenních 
glykosidů byla provedena použitím některých chromatografických metod jako RP-HPLC 
s UV nebo refraktometrickým detektorem. Rozlišení izomerů, jakými jsou sambunigrin a 
prunasin, může být uskutečněno nukleární magnetickou rezonancí, vysokoúčinnou 
kapalinovou chromatografíí s reverzní nebo cyklodextrinovou stacionární fází (RP/CD-
HPLC) nebo micelární elektrokinetickou chromatografii (MEKC) s přídavkem chirální fáze 
do separačního pufru. [19] 
 
 
(S)-sambunigrin   (R)-prunasin 
 
2.1.2 Přehled vyšlechtěných odrůd 
 Šlechtění rostlin je záměrná činnost, kterou člověk provádí za účelem zvýšení produkční 
schopnosti, odolnosti vůči chorobám a škůdcům a zlepšení kvality jejich produkce. Cílem 
šlechtění je vytvoření nové odrůdy, což je soubor rostlin, které patří k nejnižšímu stupni 
botanického třídění. Odrůda musí být charakteristická nějakým projevem znaku (všechny 
odrůdy musí být uniformní), odlišitelná od každého jiného souboru rostlin alespoň jedním 
znakem a považována za jednotku rozmnožovatelnou beze změny (rostlina musí být v příští 
generaci stejná). [20] 
 Allesö a Kørsor jsou odrůdy, které rostou už po několik desetiletí, nicméně jejich vzrůst a 
rozloha keřů je neuspokojivá a mají nízký obsah anthokyanů. [21] 
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 Odrůda Sambu pochází z roku 1997, má atraktivní chuť a velmi vysoký obsah anthokyanů. 
[8] 
 Odrůdy Samidan, Sampo, Samdal, Samyl a Samocco byly poprvé popsány v roce 1989. 
Samidan je keř malého vzrůstu a je doporučován pro pěstování v zahradách. Sampo a Samdal 
se vyznačují poměrně nízkým obsahem anthokyanů zatímco Samyl má vyšší množství barviv. 
[21] 
 Odrůda Finn Sam byla vyšlěchtěna v Norsku a Gentofte byla objevena v Dánsku v roce 
1988. [21] 
 V Rakousku byla v roce 1965 vyšlechtěna odrůda Donau, která má pouze několik velkých 
květů, hladké a sytě zelené listy a vysoký podíl dřeně větví. [8] 
 Nejběžnější odrůdou v Evropě je Haschberg, která byla poprvé vypěstována v roce 1965 
v Rakousku. Vyznačuje se vysokou odolností vůči různým onemocněním, škůdcům  
i povětrnostním podmínkám. Rostlina je asi dva metry vysoká, s tmavě zelenými listy a 
s hojným květenstvím. Má vysoký obsah vitamínu C i anthokyanových barviv. [8, 24] 
 Odrůda Prägarten se vyznačuje velmi vysokým obsahem anthokyanů. Tento keř rychle 
roste a je vhodný k zaplnění rohových částí zahrad. [8] 
 Pod názvem „černý diamant“ můžeme poznat odrůdu Hamburg, která má velké a šťavnaté 
plody. Nejčastěji je pěstována v Německu, Rakousku a západní Evropě. [8] 
 Reise von Voßloch je odrůda, která je nenáročná na pěstování a vyniká svými velkými 
šťavnatými plody se středním obsahem anthokyanů. Jeden trs plodů této odrůdy může vážit až 
220 g. Odrůda dává až dvojnásobné množství plodů, než ostatní běžně se vyskytující bezy a 
tak je pěstiteli velmi doporučována. [8] 
2.1.3 Využití bezu černého v potravinářství 
 Pro spotřebitelské účely se využívá celá rostlina bezu černého, jak květy, plody, tak i 
stonek, kůra, listy a kořen. [6] 
 Květy bezu (Flos sambuci) se sbírají od počátku května až do června. Sbírají se celá 
květenství spolu s hlavní stopkou. Květy se suší nejlépe při teplotě 40 °C zavěšené  
na provázkách anebo rozložené na lískách v tenké vrstvě v dobře větrané a stinné místnosti. 
Usušené květy se prosévají přes síta, čímž se oddělí samotně kvítky od květenství. Správně 
usušený květ má krémově žlutou barvu. Květy jsou ve fytoterapii nejpoužívanější částí bezu. 
Sušené květy se používají do sypkých čajových směsí, často se kombinují s květy lípy, natí 
brutnáku nebo vrbovou kůrou. Celé květenství se dá obalovat a smažit podobně jako květák a  
můžeme z nich rovněž připravit limonádu nebo sirup. Odvar z květů působí močopudně a 
podporuje pocení, proto se užívá při horečnatých onemocnění. Za zvýšení vylučování potu 
jsou zodpovědné éterické oleje a flavonoidy. Výluhy z květů se používají i v kosmetice  
k omývání akneózní pleti nebo na přípravu masek a pleťových krémů. [8, 10, 22, 30,] 
 Modročerné plody bezu černého (Fructus sambuci) se sklízejí na podzim v průběhu září a 
října. Plody se mohou sušit na slunci a poté dosoušet teplem umělým až do úplného scrvknutí. 
Takto vysušené plody se používají do čajových směsí. Z čerstvých plodů bezu se připravuje 
bezinkové víno, zavařeniny, povidla, šťáva či likéry. Pro svůj vysoký obsah barviv se užívají 
k obarvování potravinářských výrobků jako jsou cukrovinky, rosoly, džemy nebo mléčné 
výrobky. V minulosti se užívaly i k barvení látek. Šťáva z plodů obsahuje velké množství 
primárních metabolitů jako jsou cukry a organické kyseliny. Mezi sekundární produkty patří 
zejména anthokyany a flavonoidy. Šťáva působí analgeticky, osvědčila se při migrénách, 
zánětech trojklaného nervu, páteře či kloubů, příznivě působí i při křečích trávicího ústrojí a 
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při nadýmání. Již po generace se používá jako účinný prostředek proti nachlazení, chřipce a 
oparům. Čerstvá šťáva je mírně jedovatá kvůli obsahu kyanogenního glykosidu sambunigrinu 
a prunasinu, které způsobují závratě, bolest hlavy nebo křeče v zažívacím traktu a zvracení.  
U diabetiků mohou tyto drogy přispět k hypoglykemii. Tyto glykosidy mohou být spolehlivě 
zničeny zahřátím. [1, 10, 23, 24, 25, 26] 
 Listy bezu černého (Folia sambuci) se začínají sbírat v dubnu, největšího účinku dosahují  
v období od května do června. Listy se suší v dobře větrané místnosti. Obklady z listů se 
odedávna používají při léčbě kloubních potíží. Odvar z listů čistí krev a působí močopudně. 
[8, 30] 
 Z mladých výhonků se sbírá bezová kůra (Cortex sambuci), která má podobné účinky jako 
listy. Suší se umělým teplem při teplotě 40 °C. Společně s listy obsahuje kůra velké množství 
rutinu, který působí příznivě na náš krevní oběh, avšak je v nich přítomno také velké 
množství toxického sambunigrinu. Předávkování vnitřně podaným bezovým listem nebo 
kůrou vyvolává průjmy a zvracení. [8, 23] 
 Většina literatury je zaměřena zejména na studium ovoce bezu černého jako takového. 
Pouze malá část prací je věnována bezovým výliskům, bez ohledu na jejich vysoký obsah 
anthokyanů (75–98 % z celkového množství barviv), když srovnáme s celkovou váhou (25–
40 %) bezu. I přes tento význam není výliskům přisuzována vysoká ekonomicka hodnota. 
Běžně se používají jako krmivo pro zvěř anebo organické hnojivo. [27] 
 V přílohách jsou uvedeny některé komerčně dostupné produkty z bezu černého. 
2.2  Anthokyanová barviva 
 Anthokyanová barviva jsou nejdůležitější, ve vodě rozpustná barviva cévnatých rostlin. 
Jejich název je odvozen od řeckých slov anthos = květina a kianos = modrý. Tato barviva jsou 
rozsáhlou skupinou sloučenin, která patří do skupiny flavonoidů. Doposud bylo z přírody 
izolováno a identifikováno asi 300 druhů anthokyanů. Pigmenty jsou zodpovědné za jasně 
oranžovou, růžovou, červenou, fialovou až modrou barvu květin, ovoce, zeleniny a jiných 
rostlin. Jsou považovány za významný faktor posuzování kvality ovoce. [5] 
 V rostlinných materiálech plní anthokyanová barviva různé funkce. Chrání rostlinu proti 
UV záření, udávají rostlině barvu, která je atraktivní pro opylující hmyz. [28] 
 S.nigra L. obsahuje 4 hlavní anthokyanová barviva: kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3,5-
diglukosid, kyanidin-3-sambubiosid*, kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid. Zastoupení 
anthokyanů a jejich celková antioxidační aktivita se významně liší napříč odrůdou. [29] 
2.2.1 Charakteristika anthokyanových pigmentů 
 Flavonoidy mají společnou kostru, která je složena ze dvou aromatických jader A a B.  
Ty jsou spojeny 3-mi uhlíkovými atomy, které vytvářejí kyslíkatý heterocyklický kruh C.  
Anthokyany jsou nejvíce oxidovanou skupinou flavonoidů s plně nenasyceným kruhem C. 
Základní strukturou je aglykon (anthokyanidin). [30] 
 Anthokyanidiny jsou polyhydroxy a polymethoxy deriváty 2-fenylbenzopyryliového 
(flavyliového)  kationtu. Anthokyany jsou glykosidické formy aglykonů (anthokyanidinů). 
Jednotlivé anthokyany se liší počtem a polohou hydroxy- a methoxy- skupin vázaných na 
aglykon, počtem a povahou navázaných cukerných jednotek a rozsahem acylace připojených 
                                                 
*
 sambubióza = glukóza + xylóza 
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cukrů. Substituce aglykonu hydroxy- nebo methoxy- skupinami ovlivňuje barvu anthokyanu. 
Větší počet hydroxy- skupin vede k tmavším a modřejším odstínům. Zatímco zvýšení počtu 
methoxy- skupin podporuje červené zbarvení. Methoxy- skupiny jsou přítomny ve třech 
hlavních anthokynidinech: peonidinu, petunidinu a malvidinu. [29, 30, 31, 32] 
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 Nejvíce zastoupené sacharidy, které se vyskytují v přírodních anthokyanech, jsou glukóza, 
rhamnóza, xylóza, galaktóza, arabinóza a fruktóza. Tyto cukry jsou vázány do polohy C3, C5 
a C7. Nejčastěji se vyskytujícimi glykosidy jsou 3-monosidy, 3-biosidy a 3,5-diglukosidy. 
Cukry mohou být acylovány alifatickými nebo aromatickými kyselinami. Nejběžnější 
aromatická acylační činidla jsou kyseliny kávová, p-kumarová, ferulová a sinapová. Mezi 
důležitá alifatická činidla patří kyseliny octová, jablečná, malonová a šťavelová. S.nigra L. 
neobsahuje acylované anthokyany zatím co S.canadensis obsahuje více stabilní acylované 
anthokyany. [6, 30, 32]  
 Do současnosti bylo identifikováno více než 300 různých anthokyanů a 23 anthokyanidinů. 
Kyanidin (název podle latinského názvu chrpy, Cyanus sp.), pelargonidin (pelargonie, 
Pelargonium sp.), peonidin (pivoňky, Paeonia sp.), delfinidin (stračky, Delphinium sp.), 
petunidin (petunie, Petunia sp.) a malvidin (slézu, Malva sp.), jsou nejrozšířenějšími 
aglykony cévnatých rostlin (obrázek 3.). Všechny mají v poloze C3 hydroxylovou skupinu. 
Volné aglykony anthokyanidiny se nacházejí v čerstvém rostlinném materiálu zřídka. 
Glykosidy kyanidinu, delfidinu a pelargonidinu jsou přítomny v 80% zbarvených listů, 
69% ovoce a 50% květin. V jablkách, červeném zelí aj. jsou přítomny anthokyany odvozené 
pouze od jediného anthokyanidinu , v černém rybízu, jahodách, víně aj. jsou naopak pigmenty 
odvozené od několika různých anthokyanidinů. [13, 33] 
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Obrázek 3. Struktury 6-ti základních anthokyanidinů [13] 
2.2.2 Výskyt 
 Anthokyany jsou velmi rozmanitou skupinou přírodních pigmentů. Nacházejí se výhradně, 
s výjimkou mechů a kapradin, ve vyšších rostlinách. Barviva jsou uložena ve vakuolách 
rostlinných buněk, kde jsou stabilizována interakcemi typu ion-ion s organickými kyselinami. 
  Zastoupení jednotlivých typů anthokyanů v rostlinách je velmi variabilní. Některé okrasné 
rostliny obsahují pouze jeden typ anthokyanu (Dianthus, Petunia), zatímco jiné mají směsi 
barviv (Rosa, Tulipa). Stejně tak některé ovoce a zelenina je zdrojem jediného anthokyanu: 
kyanidin v jablkách, černém bezu nebo třešních, delfidin v lilku nebo granátovém jablku. Jiné 
ovoce, jako jsou např. hrozny vinné révy, obsahuje několik typů barviv. Anthokyany 
představují ve většině ovoce a zeleniny 0,1 % až 1 % suché váhy. [30, 31] 
 Obecně platí, že barviva okrasných rostlin jsou více komplexní než ta, která se nacházejí 
v ovoci nebo zelenině. Pigmenty květin totiž zahrnují jak polyglykosylace tak polyacylace a 
procházejí vysoce regulovanou sérií biochemických kroků, které vedou k definované sadě 
různých sloučenin a ty jsou zdrojem široké pestrosti barev a odstínů. Zatímco ovocná barviva 
jsou jednodušší a zahrnují někdy pouze jeden nebo dva pigmenty na jeden rostlinný zdroj. 
Mnoho rostlin obsahuje kromě anthokyanů ještě další barviva, např. karotenoidy nebo 
chlorofyly. Přítomnost těchto pigmentů často ovlivní výslednou barvu. [13, 30] 
  Jako potraviny jsou využívány zejména plody rostlin čeledi révovitých (Vitaceae, hrozny 
révy vinné), růžovitých (Rosaceae, třešně, švestky, maliny, jablka aj.), lilkovitých 
(Solanaceae, lilek, odrůdy brambor s červenou slupkou), lomikamenovitých (Saxifragaceae, 
černý a červený rybíz, červené odrůdy angreštu), vřesovcovitých (Ericaceae, borůvka a 
brusinka), olivovitých (Oleaceae, oliva) a brukvovitých (Brassicaceae, červené zelí). [13] 
 Významným komerčním zdrojem anthokyanů jsou červená révová vína. Evropské odrůdy 
vinné révy (Vitis vinifera) obsahují malvidin, petunidin, peonidin, kyanidin a delfidin. 
Pigmenty se vyskytují zejména jako 3-monoglykosidy. Malvidin-3-β-D-glukopyranosid, dříve 
nazývaný oenin zaujímá až 90 % všech anthokyanů v Evropských vínech. Hrozny jiného typu 
než Vitis Vinifera L. obsahují kromě monoglukosidů i 3,5-diglukosidické formy těchto pěti 
anthokyanů. Zde je převládajícím barvivem malvidin-3,5-β-D-diglukosid. Červená barva 
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mladých vín je způsobena přítomností pigmentů, které se nacházejí v hroznech, z nichž se 
extrahovaly při fermentaci. Během zrání a skladování vína dochází k různým reakcím, které 
jsou zodpovědné za snížení množství původních anthokyanů a vznik specifických tmavších a 
stabilnějších červených pigmentů. Zralá vína jsou tedy tmavší než vína mladá. Mezi reakce, 
které jsou zodpovědné za změnu barvy, patří kopigmentační reakce, vlastní asociace 
anthokyanů a polymerace. Ve vínech je důležitá kopigmentace anthokyanů s kyselinou 
pyrohroznovou. Sloučeniny se nazývají pyranoanthokyany. [13, 30, 32, 34] 
2.2.3 Faktory ovlivňující stabilitu barviv  
 Anthokyanová barviva snadno podléhají degradačním reakcím. Jejich stabilitu ovlivňuje 
celá řada faktorů. Zbarvení pigmentů ovlivňuje zejména pH prostředí. V přítomnosti světla, 
kyslíku, sacharidů a jejich degradačních produktů, oxidu siřičitého nebo enzymů, které 
vykazují polyfenoloxidázovou nebo peroxidázovou aktivitu, jsou tyto sloučeniny 
degradovány. V důsledku toho dochází ke ztrátě barevnosti. Naproti tomu nebarevné, 
polyfenolové sloučeniny, aminokyseliny nebo samotné anthokyany, mohou s těmito barvivy 
reagovat v kopigmentačních reakcích. Což jsou reakce zodpovědné za zvýšení jejich stability. 
Bivalentní a trivalentní kationy kovů tvoří s anthokyany komplexy, což přispívá k udržení 
barvy. [35] 
2.2.3.1 Vliv struktury 
 Stabilita jednotlivých anthokyanů se odvíjí už od jejich samotné struktury. V kyselém 
prostředí je barva neacylovaných pigmentů závislá zejména na počtu a druhu substituentů, 
které jsou navázány na aglykon. Barviva s větším počtem hydroxylových skupin vykazují 
spíše modrý odstín a jsou méně stabilní. Deriváty s methoxy- skupinami mají spíše červený 
odstín a methylace reaktivní hydroxylové skupiny vede ke zvýšení odolnosti těchto sloučenin. 
Anthokyanidiny, které obsahují methoxy- skupiny jsou peonidin, petunidin a malvidin. 
Glykosidy jsou stabilnější než příslušné aglykony. Acylací anthokyanů se zvyšuje rozpustnost 
ve vodě a tím je snížena citlivost na změny pH prostředí. Touto reakcí jsou rovněž chráněny 
cukerné jednotky proti degradaci glykosidázami. [13, 30] 
2.2.3.2 Vliv pH  
 Anthokyany podléhají strukturním transformacím se změnou pH (obrázek 4.),  
což dramaticky ovlivňuje jejich zbarvení. Při pH 1-3 se barviva vyskytují ve formě červeně 
zbarveného flavyliového kationtu. Se vzrůstajícím pH dochází k soupeření kineticky a 
termodynamicky se ustavující rovnováhy. První reakce poskytuje bezbarvou hemiacetalovou 
formu. Ta může podlehnout otevření kruhu C za vzniku žlutého chalkonu. Ve druhém případě 
dojde k vytvoření modře zbarvené chinoidalové báze. Anthokyany jsou degradovány při pH 8 
a vyšším. Jestliže se pH prostředí opět sníží na hodnotu 1, přemění se chinoidalová báze a 
hemiacetalová forma zpět na flavyliový kation. Transformace chalkonu je pomalejší a není 
kvantitativní. [13, 30] 
 Stabilita barviv je při určitých hodnotách pH ovlivněna přítomností substituentů na kruhu B 
a přítomností dalších hydroxy- a methoxy- skupin. Anthokyany, které mají pouze jednu 
hydroxylovou skupinu na kruhu B jsou stabilnější než ostatní barviva a vykazují intenzivnější 
zabarvení při neutrálním pH. Stabilita a barevná intenzita je ovlivněna také acylací glukosidu. 
Acylované antokyany vykazují nižší citlivost na změnu pH a modřejší zbarvení než 
neacylované formy. [30, 33] 
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Obrázek 4. Struktury anthokyanů v závislosti na pH 
2.2.3.3 Teplota, světlo 
 Anthokyany jsou velmi reaktivní a tudíž jsou snadno degradovány působením různých 
faktorů. Světlo a teplota patří mezi faktory, které způsobují rozklad těchto pigmentů. Teplota 
způsobuje logaritmickou destrukci barviv s dobou zahřívání. Mechanismus rozkladných 
reakcí nezávisí pouze na teplotě, ale i na struktuře barviva. Při tepelném rozkladu 3-glykosidů 
dochází k otevření struktury za vzniku chalkonu, který je posléze degradován na hnědé 
produkty. Při rozkladu 3,5-diglykosidů vznikají jako hlavní produkty kumariny, resp. jejich 
diglykosidy. Anthokyany je tedy nejlépe udržovat v chladném a temném prostředí. Barviva 
mohou být úspěšně skladována po několik týdnu při teplotě 2–4 °C. [13, 30, 31] 
 Acylací anthokyanů dochází ke zvýšení stability vůči působení teploty a světla. Ochranný 
efekt vykazují rovněž některé složky systému. Tyto složky reagují s barvivy a vznikají tak 
stabilnější oligomerní pigmenty, jejichž množství se zvyšuje s dobou skladování. [13, 31] 
2.2.3.4 Oxid siřičitý 
 Oxid siřičitý se používá v mnoha potravinářských aplikacích jako inhibitor 
mikrobiologického růstu. Jeho účinky jsou rychlé, intenzivní a konzervační. Podstatou jeho 
antimikrobního účinku spočívají v redukci dithioskupiny mikrobních apoenzymů, odnímání 
základním biochemickým procesům meziprodukty (aldehydy), ochuzuje prostředí o thiamin a 
aerobní mikroorganismy potlačuje jistě tak, že přednostně spotřebovává kyslík. 
 Na molekulu anthokyanu působí oxid siřičitý jako nukleofil, který atakuje flavyliový kation 
za vzniku bezbarvé hemiacetalové formy. Předpokládá se, že SO2 napadá přednostně pozici 
C4. Tato reakce je částečně reverzibilní. Okyselením a zahřátím materiálu dochází k 
regeneraci anthokyanů. 
 Nejvyšší povolená množství jsou vyjádřena jako oxid siřičitý v mg·l-1 nebo mg·kg-1 a týkají 
se celkového obsahu SO2, bez ohledu na jeho původ a bez ohledu na to, zda v potravině plní 
úlohu antioxidantu, konzervantu nebo jinou.   
 Oxid siřičitý se aplikuje při výrobě vína, kde redukuje mimo jiné polyfenolové látky, čímž 
se zvyšuje stabilita a kvalita vína. Jeho koncentrace ve víně však musí být kontrolována. 
Vhodná dávka se pohybuje v rozmezí 10–15 mg SO2/l vína. [13, 30, 36, 37] 
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Obrázek 5. Struktury anthokyan-bisulfitových sloučenin [38] 
2.2.3.5 Kyslík, peroxidy, enzymy 
 Přítomnost vzdušného kyslíku způsobuje oxidaci anthokyanů na nebarevné nebo hnědě 
zbarvené produkty. Oxidace může probíhat přímo nebo prostřednictvím jiných labilních 
sloučenin, které se oxidují kyslíkem přednostně. [13] 
 Ztráta barvy může být také způsobena enzymovými reakcemi. Glykosidázy hydrolyzují 
glykosidové vazby anthokyanů za vzniku příslušného cukru a aglykonu. Ten je nestabilní a 
samovolně se rozkládá na bezbarvé deriváty. Polyfenoloxidázy (PPO) a lakkázy se uplatňují 
v reakcích enzymového hnědnutí. Tyto enzymy se přirozeně vyskytují v rostlinách, jsou 
uloženy v plastidech rostlinných buněk. Aktivita enzymů závisí na druhu, odrůdě a stáří 
rostlinného materiálu, podmínkách kultivace a na způsobu zpracování. Samotné PPO 
nemohou rozkládat anthokyanová barviva, ale vyžadují přítomnost jiného substrátu, kterým 
mohou být např. kyselina kávová, chlorogenová nebo gallová. Tyto o-difenolové kyseliny 
jsou oxidovány na příslušné o-chinony, prostřednictvím kterých jsou oxidovány anthokyany 
na hnědé produkty. [13, 30] 
 Tvorba chinonu je v oxidační degradaci barviv pomocí PPO nezbytná. Jejich redukcí může 
být tomuto procesu zabráněno. Redukčním činidlem může být například kyselina askorbová, 
která je donorem vodíku a přeměňuje tak chinony zpět na jejich kyselinovou formu. Nicméně, 
v přítomnosti kyslíku působí vitamín C spíše jako prooxidant a dochází tak k destrukci obou 
sloučenin. Aktivita PPO může být inhibována přídavkem oxidu siřičitého nebo tepelným 
ošetřením produktu, zatímco aktivita lakkázy není inhibována v přítomnosti SO2 a enzym je 
schopný přečkat i fermentační procesy. [30, 39] 
2.2.3.6 Cukry 
 Bylo prokázáno, že degradační produkty cukrů, furfuraly a 5-hydroxymethylfurfuraly, jsou 
zodpovědné za degradaci některých anthokyanů. Současné studie vlivu polysacharidů 
poukazují na snížení hodnot absorbancí různých anthokyanů v přítomnosti amylózy, 
amylopektinu a α,β-cyklodextrinů, zatímco glukóza, maltóza a sacharóza způsobují zvýšení 
barevnosti. V přítomnosti polysacharidů nebyly ovlivněny hodnoty λmax. [40, 41]  
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2.2.3.7 Kopigmentační efekt 
 Kopigmentační sloučeniny vznikají asociací pigmentů s jinými, obvykle bezbarvými 
sloučeninami. Těmto sloučeninám se říká kopigmentační kofaktory. Nejběžnějšími 
kopigmenty jsou fenolové sloučeniny (flavanoly, flavan-3-ol, fenolické kyseliny a poly-
fenoly), organické kyseliny, aminokyseliny nebo kovové ionty. [30, 32, 46] 
 Interakce anthokyanu a kopigmentu může být uskutečněna 5-ti různými způsoby. Pokud je 
kopigmentační sloučeninou samotné anthokyanové barvivo, tak se jedná o vlastní asociaci 
nebo intramolekulární kopigmentaci. K intermolekulárním reakcím dochází v případě, že je 
kopigmentem sloučenina s volným elektronovým párem. Jestliže je kopigmentem kovový 
iont, pak dochází ke komplexačním reakcím. Poslední možností je složená kopigmentační 
reakce s aglykonem, sacharidem, kopigmentem a protony najednou. [32] 
 Celkový kopigmentační efekt má za následek dva jevy (1) tvorba π-π komplexu, který 
zapříčiňuje změny ve spektrálních vlastnostech molekul. Dochází ke zvýšení absorpčních 
intenzit (hyperchromní posun) a vlnových délek (bathochromní posun). Absorpční maxima 
jsou o 5-20 nm vyšší. (2) Stabilizace flavyliového kationtu π-komplexem je příčinou posunu 
rovnováhy tak, že je zvýšena intenzita červeného zbarvení. [32, 46] 
Reakce s/bez přítomnosti acetaldehydu 
 Acetaldehyd, který vzniká oxidací ethanolu nebo jiné aldehydy, které vycházejí z termální 
transformace cukrů a askorbátu se mohou zúčastnit spojování anthokyanů s polyfenolovými 
sloučeninami, zejména flavanoly. Předpokládá se, že se acetaldehyd chová jako elektrofil a 
reaguje s nukleofilním barvivem nebo jiným polyfenolem na pozici C8 nebo C6. Vznikne tak 
kopigmentační sloučenina,  která je propojená CH3CH skupinou. Tento komplex zvyšuje 
barevnou intenzitu roztoku a stabilizuje modrou chinoidalovou bázi. V přítomnosti 
acetaldehydu vzniká 2–3krát více polymerů než v jeho nepřítomnosti. V případě nadbytku 
acetaldehydu vzniká 2–3krát více polymerů než když je acetaldehyd v ekvimolárním 
množství s anthokyany. V přítomnosti oxidu siřičitého probíhá tato reakce omezeně vzhledem 
k silné vazbě SO2 na anthokyanové barvivo. Reakce barviv s polyfenoly bez spoluúčasti 
acetaldehydu je také možná, nicméně probíhá mnohem pomaleji. Kondenzace probíhá  
na pozici C4 flavyliového kationtu a C8 katechinu. Substituce anthokyanu na pozici C4 
zvyšuje jejich odolnosti vůči změnám pH a vůči odbarvení oxidem siřičitým. Výsledné 
zbarvení roztoku má pak spíše cihlově oranžový odstín. Obě reakce jsou ovlivněny teplotou a 
pH. Probíhají rychleji při nízkém pH. [33, 42, 43, 44, 45] 
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Obrázek 6. Dimer anthokyanu a katechinu spojený CH3-CH mostem; Přímá vazba mezi 
anthokyanem a katechinem [13] 
 
Vlastní asociace anthokyanů 
 Podskupinou interakcí zahrnující anthokyany je jejich vlastní asociace. Na rozdíl od 
kopigmentačních reakcí s jinými polyfenolovými sloučeninami, tyto reakce jsou 
charakterizovány hypsochromním posunem vlnových délek. Absorpční maxima mají nižší 
hodnoty. V závislosti na koncentraci pigmentů dochází nejprve ke kopigmentaci a až posléze 
k vlastní asociaci. Dimerní pigmenty jsou méně ovlivnitelné pH a SO2. Zvýšenou teplotou se 
štěpí na monomerní formy anthokyanů. [46] 
Reakce s ionty kovů 
 Jednou z hlavních charakteristik anthokyanů a jejich aglykonů s o-dihydroxylovým 
uspořádáním skupin na kruhu B je jejich schopnost tvořit komplexní sloučeniny s ionty kovů. 
Zatímco, kyanidin, delfidin a petunidin mohou tyto komplexy tvořit, tak malvidin, 
pelargonidin a peonidin nikoliv. Barviva mají schpnost interagovat s ionty Al3+, Fe3+ a Mg2+ 
aj. Interakce stabilizuje modrou chinoidalovou bázi při pH=4,5. Při tvorbě anthokyan-
kovového chelátu dojde k posunu vlnových délek o 20-25 nm ve viditelném spektru. 
Metaloanthokyany se nacházejí především v květinách. [30, 31, 32, 46] 
Vliv kopigmentačních reakcí na stabilitu anthokyanových barviv 
 Kopigmentační sloučeniny tvoří systém bohatý na π-elektrony, které jsou schopny asociace 
s flavyliovým kationtem. Ten je poměrně chudý na π-elektrony. Tato vazba poskytuje 
ochranu proti  nukleofilnímu ataku vody na pozici C2 flavyliového iontu a proti dalším 
sloučeninám jako jsou peroxidy nebo oxid siřičitý na pozici C4. [32] 
  Vliv kopigmentace na barevnou intenzitu roztoku závisí na struktuře anthokyanů a pH 
prostředí. Kopigmentační efekt se zvyšuje jak s počtem methoxy- skupin v molekule, tak 
s počtem glykosidických vazeb. Z toho vyplývá, že pelargonidin, peonidin a malvidin 
poskytují více intenzivní barvu než ostatní aglykony. Diglykosidické formy vykazují vyšší 
intenzitu zabarvení než monoglykosidy. Při pH 2–7 dochází rovněž ke zvýšení barevné 
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intenzity díky kopigmentaci, z čehož vyplývá, že kopigment stabilizuje nejen flavyliový 
kation ale také chinoidalovou bázi. [30] 
2.2.4 Biosyntéza a metabolismus 
 Biosyntéza anthokyanů je jednou z nejvíce studovaných cest syntézy rostlinných 
sekundárních metabolitů a zaměřuje se na identifikaci genů a enzymů, které jsou zodpovědné 
za biosyntézu těchto pigmentů. Jednotlivé kroky biosyntézy ukazuje obrázek 7. [30] 
 Fosforylované sloučeniny, fosfoenolpyruvát a erythrosa-4-fosfát jsou prekurozory kyseliny 
šikimové. Ta je spolu s kyselinou octovou prekurzorem aromatického skeletu mnoha 
fenolových sloučenin. Fenylalanin, který vzniká z kyseliny šikimové, je přeměňován na p-
kumaryl-CoA prostřednictvím 3 enzymů: fenylalanin amonium-lyázy, cinamát-4-hydroxylázy 
a 4-kumaryl-CoA ligázy. [31] 
 Vlastními prekurzory syntézy flavonoidů, do jejichž skupiny patří i anthokyany jsou 
malounyl-CoA a p-kumaryl-CoA. Enzym chalkonsyntáza (CHS) katalyzuje první nezbytný 
krok biosyntézy, kondenzaci 3 molekul malonyl-CoA s p-kumarylem-CoA za vzniku 
tetrahydroxychalkonu (naringeninového chalkonu). K nahromadění tohoto chalkonu 
v rostlinné tkáni dochází zřídka. Chalkonizomeráza katalyzuje stereospecifickou izomeraci 
žlutě zbarveného tetrahydroxychalkonu na bezbarvý flavanon naringenin. Ten je přeměňován 
hydroxylací na pozici C3 katalyzovanou flavanon-3-hydroxylázou (F3H) na dihydroflavonol 
(dihydrokaemferol). Od tohoto bodu může být dihydroflavonol konvertován na 3 různé 
molekuly, které jsou prekurzory 3 různých barviv. Dihydroflavonoly jsou redukovány 
dihydroflavonol-4-reduktázou (DFR) na leukoanthokyanidiny. Anthokyanidinsyntáza (ANS) 
katalyzuje jejich konverzi na 2-flaven-3,4-diol, který je glykosylován flavonoid-3-o-
glukosyltransferázou (3-GT) a transportován do vakuol. Zde nastává konečná přeměna na 
zbarvený flavyliový kation díky kyselému vakuolárnímu prostředí. Anthokyaninacyl- 
transferázy (AAT) katalyzují regiospecifiský přenos acylové skupiny z acyl-CoA na příslušný 
sacharid anthokyanu. [30, 47] 
 Zatímco biosyntetické kroky anthokyanů jsou poměrně dobře prostudovány, tak vakuolární 
transport má několik možných hypotéz mechanismů. Jedná se o: pH dependentní transport, 
extruze toxických sloučenin protein zprostředkovatelským systémem (MATE), Mg-ATP 
aktivovaný transport prostřednictvím ATP-vázané kazety a 24-kDa vakuolární protein (V24) 
jako prekurzor proteinového transportu. Na základě těchto poznatků mohou různé rostlinné 
druhy používat různé mechanismy distribuce flavonoidů mezi subcelulární kompartmenty. 
[30] 
 Metabolické cesty poukazují na to, jak jsou určité sloučeniny aktivní v lidském těle. 
V současné době jsou uskutečňovány rozsáhlé studie porozumění metabolismu 
anthokyanových barviv. Současné metody testování absorbce anthokyanů jsou zaměřeny  
na měření přítomnosti červených pigmentů v moči nebo plazmě po orálním podání. Pozoruje 
se jak místo absorpce těchto barviv, tak rychlost jejich exkrece. Mnoho studií prozatím došlo 
k závěru, že jsou barviva absorbována v lidském těle v jejich původní glykosylované formě, 
ale pouze v malém množství, a to 0,004 % až 0,1 % z celkového příjmu. Maximální 
koncentrace barviv v moči byla naměřena po 1,5 hod. od podání a v plazmě po 2,5 hod. 
Nicméně, většina analýz byla prováděna s UV/Vis detekcí za kyselého pH, kdy se většina 
barviv nachází ve formě červeně zbarveného flavyliového kationtu. Předpokládá se ale,  
že některá barviva chemicky reagují se sloučeninami plazmy nebo moči za vzniku produktů, 
které nemohou být za těchto podmínek detekovány. Pigmenty jsou štěpeny střevní 
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mikroflórou. Nejprve je odštěpen sacharid v poloze C3, uvolněný aglykon je velmi nestabilní 
a spontánně se rozkládá na monomerní fenolové kyseliny a aldehydy, zejména kyselinu 
protokatechinovou, syringovou, vanilovou a floroglucinolový aldehyd. [30, 48] 
 Významným regulačním bodem biosyntézy anthokyanů je substrátově specifický enzym 
kumarát-CoA-ligáza, který ovlivňuje distribuci esterů CoA v rostlinách. Rovněž některé 
vnější faktory ovlivňují biosyntézu barviv. Jsou to fotoreceptory červené, červenofialové, 
modré UVA, kryptochrom a UVB. Syntéza pigmentů je tedy závislá na kvalitě světla. [31] 
 
Obrázek 7. Základní kroky biosyntézy anthokyanů [30] 
(11) naringeninový chalkon, (7) naringenin, (12) dihydrokaemferol, (13) dihydrokvercetin, 
(14) dihydromyricetin, (15) leukopelargonidin, (16) leukokyanidin, (17) leukodelfidin, (18) 
pelargonidin, (5) kyanidin, (19) delfidin. 
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2.2.5 Pozitivní účinky anthokyanů 
 Kromě toho, že se anthokyany používají v potravinářství jako barviva, tak jsou významné  
i z nutričního hlediska. Jsou považovány za bioaktivní látky, které vykazují antioxidační, 
antibakteriální, antikarcinogenní, imunostimulační, antialergenní nebo antivirové účinky.  
Tato barviva vykazují silnou aktivitu vitamínu P, který je ve skutečnosti velkou skupinou 
bioflavonoidů. Tyto látky nejsou pro naše tělo nepostradatelné, a tak neplní roli vitaminů 
v pravém slova smyslu. Jsou pro naše tělo spíše lékem a působí preventivně proti různým 
onemocněním. [5, 35] 
 Bez černý obsahuje velké množství flavonoidů a anthokyanů, které vykazují antioxidační 
vlastnosti. Bioflavonoidy patří mezi hydrofilní antioxidanty a působí sekundárním 
antioxidačním systémem. Anthokyany jsou sloučeniny poměrně chudé na π-elektrony, a proto 
je obzvláště reaktivní vůči kyslíkovým radikálům (superoxidový anion •−2O , hydroxylový 
nebo peroxylový radikál). Převádějí je do méně reaktivních forem nebo nereaktivních stavů, 
čímž omezují proces oxidace v organismu nebo ve směsích, kde se vyskytují. Mohou 
reagovat také jako zhášeče singletového kyslíku. Antioxidační vlastnosti vycházejí 
z chemické struktury anthokyanů, zejména z přítomnosti hydroxylové skupiny v pozici 3 
kruhu C nebo v pozici 3´ a 4´ kruhu B. Antioxidační aktivita stoupá s acylací cukerných 
jednotek aromatickými kyselinami. Inkorporace anthokyanů do endotelialních buněk vede  
ke zvýšení odolnosti organismu proti oxidativnímu stresu a redukuje poškození lidského těla 
způsobené reaktivními oxidačními formami kyslíku. Buňky začleňují anthokyany jak do 
membrán, tak do cytosolu. Nejzřetelnější efekt byl pozorován u ochrany proti peroxidu 
vodíku, který zapřičiňuje ztrátu buněčné životaschopnosti. Mezi onemocnění způsobené 
oxidačním stresem patří kardiovaskulární choroby, rakovina, neurodegenerativní a 
autoimunitní nemoci, roztroušená skleróza a další. Anthokyany inhibují oxidaci nízko 
hustotních lipoproteinů (LDL), které jsou důležité pro rozvoj aterosklerotických onemocnění. 
[4, 28, 30, 49, 50] 
 Mezi další hojně studované účinky bezu černého patří antivirové účinky. Izraelský virolog 
jako první zjistil, že složky bezu neutralizují aktivitu hemagglutininových čepiček, které se 
nacházejí na povrchu některých virů. Jakmile jsou tyto čepičky inaktivovány, pak viry 
nemohou dále pronikat stěnami hostitelských buněk a nemohou se tedy replikovat.  
Na základě těchto poznatků byl vyvinutý komerční produkt Sambucol, což je 38% 
standardizovaný extrakt bezu černého. Mnoho studií prokázalo, že užívání tohoto přípravku 
snižuje infekčnost chřipkových virů A a B, HIV viru nebo Herpes simplex viru typu 1  
(HSV-1). [4] 
 Anthokyany jsou doporučovány pro prevenci glaukomu a jiných zrakových poruch. Jejich 
užívání působí preventivně proti obezitě nebo cukrovce. Na jedné straně mohou ovlivňovat 
vstřebávání glukózy a na druhé straně mohou mít ochranný účinek na buňky pankreatu. Bylo 
prokázáno, že anthokyany mají protizánětlivé stejně jako chemopreventivní vlastnosti. 
Podporují jaterní buňky a vykazují ochranné vlastnosti proti žloutence typu A a B. Barviva 
mohou inhibovat přilnavost bakterií na slizké membrány močových cest. [28] 
2.2.6 Využití barviv v potravinářství 
 Anthokyany patří mezi přírodní barviva a v potravinářství se využívají již více než 100 let 
ve formě koncentrátů šťáv různých plodů. Veliký rozmach používání anthokyanů 
v potravinářském průmyslu nastal asi před 25 lety, kdy vzrůstal zájem spotřebitelů o přírodní 
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produkty. Tyto červeně zbarvené sloučeniny jsou používány jako látky přídatné, jsou 
považovány za bezpečné a v potravinářství jsou známé pod kódem E163. Lze je přidávat do 
potravin na základě jejich zdravotní nezávadnosti a za podmínek stanovených příslušnou 
vyhláškou. V České republice stanovuje vyhláška č. 130/2010 Sb. druhy a podmínky použití 
přídatných a pomocných látek při výrobě potravin. [13, 51] 
 Oproti syntetickým barvivům jsou přírodní pigmenty méně stabilní, dražší a horší  
v aplikaci. Anthokyany jsou citlivé na změnu pH a světlo. Vykazují intenzivní zabarvení  
v pH < 3,5, takže jsou vhodné jen pro kyselé potraviny.  I přesto se předpokládá roční rychlost 
růstu přírodních barviv 5−10 % a syntetických asi 3−5 %. [13, 18, 51] 
 Pouze několik rostlinných druhů slouží k získávání anthokynů. Nejčastěji se k barvení 
potravin používají barviva získaná z hroznů vinné révy, resp. z matoliny, která zbývá po 
výrobě vína. Obsah anthokyanů se u nich pohybuje v rozmezí 0,3-7,5 g·kg-1. Tento extrakt 
obsahuje navíc velké množství dalších polyfenolových látek, zejména taninů. Dalším 
bohatým zdrojem jsou plody bezu černého (2−10 g·kg-1) nebo plody aronie (Aronia 
melanocarpa 10 g·kg-1). V menší míře se využívají hlávky červeného zelí (0,7−0,9 g·kg-1), 
květy ibišku (15 g·kg-1), někde také sladké brambory, pomeranče s červenou dužinou (Citrus 
sinensis), listy a semena červených odrůd kukuřice aj.  [13, 52] 
 Zajímavým zdrojem acylovaných anthokyanů mohou být purpurová slunečnicová semena. 
Vyloupané zbytky, které zůstanou po extrakci oleje ze semen, jsou výborným zdrojem 
červených pigmentů (derivátů kyanidinu). Ty mohou být použity jako barvivo 
v potravinářství, farmacii nebo kosmetice. [31] 
2.2.7 Zisk anthokyanových barviv 
 V současné době spadá největší produkce anthokyanových barviv do regionu Reggio 
Emilia v Itálii. Barviva se získávají z hroznových výlisků, přičemž jednotlivé způsoby 
získávání pigmentů se liší podle požadavků odběratele a také podle kvality a charakteristik 
hroznových výlisků. [34] 
 V prvním kroku se od výlisků odseparují semena, ze kterých se extrakcí získá olej. Kvašení 
výlisků poskytuje ethanol a ze zbytku se extrahují barviva. Anthokyany jsou polární molekuly 
a k jejich extrakci se používají vodné roztoky ethanolu, methanolu nebo acetonu. 
Methanolová extrakce je o 20 % účinnější než ethanolová a o 73 % účinnější než vodná. 
Nicméně, pro potravinářské účely se preferuje extrakce ethanolem, kvůli toxicitě methanolu. 
Někdy se k extrakčnímu roztoku přidává oxid siřičitý, který zabraňuje oxidaci barviv a 
pomnožení mikroflóry. Oddělení pigmentových extraktů od výlisků je obvykle docíleno 
samotokem z jedné nádrže do druhé. Zředěný roztok je filtrován, případně desulfurován a 
zakoncentrován vakuovým odpařením při teplotách cca 40 °C. Produktem může být 
intenzivně červeně zbarvený koncentrát nebo ve vodě rozpustný prášek. [32, 34] 
2.2.8 Možnosti stanovení anthokyanových barviv 
2.2.8.1 Extrakční techniky 
 Anthokyany jsou složeny z aromatických cyklů, na nichž jsou navázány polární subtituenty 
(hydroxylové, methoxylové a karboxylové) a glykosylové. Tyto substituenty společně 
vyvolávají polární vlastnosti molekuly. Tyto poznatky napomáhají při extrakci a separaci 
těchto barviv. Tradiční extrakční techniky používají zředěnou kyselinu chlorovodíkovou nebo 
mravenčí v methanolu. Při okyselování extrakčních rozpouštědel se vyhýbáme silným 
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kyselinám. Acylované anthokyany by mohly být degradovány (hydrolýza), anebo by mohlo 
dojit k destrukci glykosidické vazby. HCl je navíc silně korozivní, a tak nesmí být použita 
koncentrace vyšší než 0,12 mol·dm-3. Methanol je toxická látka, a tak se v potravinářském 
průmyslu preferuje směs ethanolu a vody v poměru 80:27, který by měl být stejně efektivní 
jako extrakce za použití methanolu. S přídavkem oxidu siřičitého je extrakce účinnější, 
protože anthokyany reagují s HSO3- ionty, což zvyšuje rozpustnost barviv a difúzi skrz 
buněčnou membránu. Pro kapalinovou extrakci může být použit také aceton, pomocí kterého 
se můžeme vyhnout problémům s pektiny. Ty obyčejně zakalují extrakty a zpomalují celý 
extrakční proces. [31] 
 Tradiční extrakční metody (CSE) užívají polární rozpouštědla s malým množstvím kyselin 
nebo sulfitů. Superkritická fluidní extrakce (SFE) umožňuje selektivně odstranit různě aktivní 
sloučeniny z rostlinné matrice. Technika je vhodná pro extrakci anthokyanů, protože 
předchází degradaci barviv působením teploty, světla nebo kyslíku. V potravinářských a 
farmaceutických aplikacích se nejčastěji používá jako superkritické rozpouštědlo CO2. 
Extrakce rozpouštědlem za zvýšeného tlaku a teploty (ESE) zahrnuje použití vody nebo 
organického rozpouštědla v kombinaci s CO2, zvýšenou teplotu (40–200 °C) a tlak (3,3–
20,3 MPa). Tyto podmínky zajišťují zvýšení účinnosti extrakce. Technika spojuje výhody jak 
klasické extrakce rozpouštědlem, tak transportních vlastností superkritických tekutin. 
Metodou extrakce na pevné fázi (SPE) mohou být s výhodou selektivně odstraněny některé 
doprovodné látky ze vzorku, jako jsou cukry, aminokyseliny, organické kyseliny nebo 
proteiny. SPE je rychlá, ekonomicky výhodná metoda, užívaná v mnoha aplikacích. Podstatou 
metody je zachycení molekul látky na tuhém sorbentu, přes který protéká vzorek. Při extrakci 
se využívá chemických vlastností molekul, které v důsledku mezimolekulových interakcí 
ulpívají na sorbentu. [27, 28] 
2.2.8.2 Separační techniky 
 Prvotní pokusy o separaci anthokyanů byly založeny na adsorpci barviv na 
chromatografický papír nebo jiný vhodný adsorbent. Papírová chromatografie (PC) bohužel 
nepřipouštěla získání většího množství čistých anthokyanů a vyžadovala mnoho času na 
vyvinutí chromatogramu. Tenkovrstvá chromatografie (TLC) poskytuje nějaké výhody oproti 
papírové, jako je např. menší potřeba vzorku pro analýzu, kratší doba eluce a poskytuje lepší 
výsledky. Navzdory mnoha jejich stinných stránek se používají jako rutinní metody v mnoha 
laboratořích díky jejich nízké ceně. [30, 31] 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
 Nejpoužívanější metodou analýzy anthokyanů je vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
s různými možnostmi detekce. Tato metoda slouží k separaci a identifikaci anthokyanů již od 
roku 1950. Technika využívá opačný sled fází, tzv. reverzní chromatografii (RP-HPLC). 
Stacionární fáze reverzní kolony je nepolární. Kolona je obvykle naplněna polymerem,  
na jehož povrchu jsou navázány oktadecylové řetězce (C18), s velikostí částic 3–5 µm. 
Mobilní fáze je polární, složena z vodní a organické fáze (nejčastěji methanol nebo 
acetonitril) a malého množství kyseliny. Ta je potřebná k udržení nízkého pH prostředí, kdy 
se barviva nacházejí v podobě stabilního flavyliového kationtu. Najčastěji se používají 
kyselina fosforečná, chloristá, octová nebo mravenčí. V chromatografii s reverzní fází se 
retenční časy snižují se vzrůstající polaritou, která koresponduje s rostoucím počtem 
hydroxylových skupin v molekule anthokyanu. Barviva jsou eluována z kolony v pořadí: 
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delfidin, kyanidin, patunidin, pelargonidin, peonidin a malvidin. Diglykosylované anthokyany 
mají nejmenší retenční časy, následují monoglykosidy, aglykony a nakonec acylované 
anthokyany. [30, 53] 
  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie bývá nejčastěji kombinována s UV/Vis/DAD 
detektorem. Pigmenty vykazují vysokou intenzitu absorpce v rozmezí vlnových délek  
520–560 nm. Spektrální charakteristiky jednotlivých anthokyanů souvisejí s hydroxylací 
aglykonové struktury. Anthokyanidin s jedinou hydroxylovou skupinou na kruhu B, 
pelargonidin, poskytuje absorpční maximum při vlnové délce 520 nm. Kyanidin a peonidin 
mají maxima při 535 nm a delfidin, petunidin a malvidin při 544 nm. Přítomnost cukrů 
způsobuje hypsochromní efekt, acylované barviva bathochromní posun vlnových délek a 
kopigmentace hyperchromní efekt i bathochromní posun. Nevýhodou těchto detektorů je 
neschopnost identifikace struktury. [30, 31, 53] 
 Spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detekcí hmotnostní spektrometrií 
(HPLC/MS) se rozvinulo v posledním desetiletí. MS je velmi citlivá metoda molekulární 
analýzy, která umožňuje identifikaci a kvantifikaci neznámých sloučenin ze vzorku. 
Nejvýznamnějším aspektem pro optimální průběh analýzy je volba vhodné ionizační techniky 
a typ analyzátoru. Ionizace elektrosprejem (ESI) nebo chemická ionizace za atmosférického 
tlaku (APCI) jsou vysoce citlivé, vykazují výbornou ionizační stabilitu a jsou vhodné pro 
ionizaci polyfenolových sloučenin, mezi které patří i anthokyany. Jako analyzátory se 
osvědčily: průletový analyzátor (TOF), kvadrupulový analyzátor a iontová past. Pro analýzu 
polyfenolových sloučenin je vhodné i tandemové uspořádání (MS/MS) s kvadrupulovým 
analyzátorem. [30, 31, 32] 
 Použití nukleární magnetické rezonance (NMR) spojené s HPLC převyšuje předchozí dvě 
metody ve strukturním vysvětlení neznámých sloučenin v surovém rostlinném extraktu. 
1H NMR může být použita k identifikaci spolu asociovaných molekul anthokyanů, zatímco 
13C NMR může být použita k určení sekvence, pozice a konfigurace cukerných zbytků  
na aglykonové struktuře. [30, 31, 32, 53] 
Kapilární elektroforéza 
 První kapilární elektroforéza (CE) anthokyanů byla provedena v roce 1996. Pro separaci 
organických molekul se běžně se využívá pět typů kapilární elektroforézy. Přičemž pro 
separaci, identifikaci a kvantifikaci anthokyanů se nejvíce používá zónová kapilární 
elektroforéza (CZE). Zařízení se skládá ze dvou nádobek, tavené křemenné kapiláry, 
elektrolytu a zdroje napětí. Vzorek je vnesen do kapiláry u anodového konce a je mobilní fází 
unášen směrem ke katodě. Molekuly se separují na základě elektroforetické migrace a 
elektroosmotického toku. Elektroforetická migrace je pohyb nabitých molekul v elektrickém 
poli, elektroosmotický tok je tok elektrolytu způsobený nábojem vnitřní stěny kapiláry a 
aplikovaným potenciálem. Různé molekuly se pohybují různou rychlostí a různými směry 
podle náboje. K separaci neutrálních molekul nedochází, nýbrž jsou unášeny jako jeden pás. 
Použitelnost CZE s alkalickým pufrem je limitována nestabilitou anthokyanů. Proto je vhodné 
pro separaci pigmentů z rostlinných extraktů nakonfigurovat systém na opačný chod, tzn. aby 
molekuly migrovaly od katody k anodě, a použít tak kyselý pufr a uchovat athnokyany  
ve formě flavyliového kationtu. Jako kyselý základní elektrolyt se použije fosfátový pufr a 
cetyl trimethylamonium bromid (CTAB), aby nedocházelo k interakci flavyliového kationtu a 
aniontových silanolových skupin. [30, 32, 53] 
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 Micelární elektrokinetická chromatografie (MEKC) je další alternativou separace 
anthokyanů. Metoda je založena na vnesení micel do základního elektrolytu v koncentraci 
vyšší než je kritická koncentrace micel (CMC). Micely slouží jako pseudostacionární fáze a 
analyty se podrobují dělení mezi micelami (hydrofobní fáze) a pufrem (hydrofilní fáze). 
Mechanismus separace je založen na rozdílné lipofilitě analytů. [53] 
 Jako detektory mohou být použity UV/Vis/DAD, kdy anthokyany detekujeme při vlnových 
délkách 520-560 nm nebo MS, při které se jako ionizační technika nejčastěji používá 
elektrosprej. [30, 53] 
 Metoda vyniká zejména vysokou separační výkonností, malou spotřebou vzorku a 
rozpouštědel, zkrácením času separace, minimální tvorbou odpadu. Nevýhodou CE oproti 
HPLC je nižší citlivost a horší reprodukovatelnost. Kapilární elektroforéze vyžaduje vysoce 
koncentrované vzorky, což může být také nevýhoda, pokud máme k dispozici velmi malá 
množství cenově drahého vzorku. [54] 
2.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie se vyvinula z chromatografie plynové na počátku 
70. let. Vysokých účinností je dosaženo použitím stacionárních fází homogenně vyplňujících 
kolonu malými částicemi pravidelného tvaru a velikosti. Průtok mobilní fáze je zajištěn 
vysokým tlakem (jednotky až desítky MPa). Vzorek je dávkován v malých množstvích 
(řádově mikrolitry). K detekci je nutno použít citlivé detektory, které umožňují kontinuální 
monitorování látek a signál detektoru je zpracováván počítačem. 
 HPLC má mnoho výhod, mezi které patří zejména široká oblast použitelnosti: lze 
analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo těkavé, tepelně nestabilní  
i vysokomolekulární. Separace může být s výhodou ovlivňována změnou složení mobilní 
fáze. [55, 56] 
2.3.1 Princip kapalinové chromatografie 
 Chromatografie je separační metoda a slouží k oddělování složek obsažených ve vzorku.. 
Základní podmínkou separace dvou látek je jejich dostatečná odlišnost v některé fyzikálně-
chemické veličině, která určuje míru interakce látek se stacionární a mobilní fází. Hlavní 
principy separace látek se v kapalinové chromatografii dělí na 4 skupiny: rozdělovací (LLC), 
gelová permeační (GPC), adsorpční (LSC) a iontově výměnná chromatografie (IEC). Z těchto 
technik se nejvíce používá LLC. Podstatou rozdělovací chromatografie je distribuce složek 
vzorku mezi kapalnou mobilní fází a pevnou stacionární fází. Vzorek se nanáší na začátek 
stacionární fáze. Pohybem mobilní fáze přes stacionární fázi je vzorek touto soustavou 
unášen. Složky vzorku jsou stacionární fází více či méně zachycovány a tím se postupně od 
sebe separují. Složky, které jsou méně zadržované, se na konec stacionární fáze dostávají 
nejdříve. Eluční způsob vyvíjení je zdaleka nejběžnější a je možno ji uskutečnit v několika 
variantách. Ty se vzájemně liší závislostí tzv. eluční síly mobilní fáze na čase. Při izokratické 
eluci se stacionární fáze kolony promývá mobilní fází se stálou eluční silou do té doby, než 
všechny složky opustí kolonu. Vícestupňová eluce používá nejprve mobilní fázi s nižší eluční 
silou, při které se některé složky eluují dobře. Jiné složky jsou ke stacionární fázi sorbovány 
silně a pro ty se volí jiné rozpouštědlo, k němuž mají tyto látky větší afinitu a pak se i 
snadněji eluují. Místo jednoho rozpouštědla se mohou volit i jejich směsi. Poslední způsob 
vyvíjení je gradientová eluce, při které se složení mobilní fáze mění s časem. Přičemž tato 
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změna může mít lineární nebo nelineární charakter. V určitých případech může mít gradient 
formu vzájemně navazujících úseků s různou lineární či nelineární změnou uvnitř každého 
úseku. Tento způsob se používá při dělení složitých směsí. V systému s obrácenými fázemi se 
pracuje s rostoucí koncentrací organického rozpouštědla ve vodné mobilní fázi. Méně 
zadržované látky se eluují mobilní fází s nižší eluční silou při dobré úrovni vzájemné 
separace, zatímco látky se silnou afinitou ke stacionární fázi se eluují až při zvýšené eluční 
síle mobilní fáze v závěrečné fázi gradientové eluce. Frontální technika je založena na 
neustálém přivádění vzorku do kolony, jako první vychází nejméně sorbovaná složka, 
postupně se k ní přidávají složky další, více sorbované a nakonec z kolony vychází směs 
vzorku a mobilní fáze. Pokud je vzorek jednorázově nadávkován do proudu mobilní fáze,  
do které bylo přidáno vytěsňující činidlo, které interaguje se stacionární fází nesilněji a vytláčí 
složky vzorku před sebou, potom se jedná o vytěsňovací techniku transportu analyzované 
směsi látek. [55, 56, 57, 58] 
2.3.2 Definice základních pojmů 
 Teoretická patra jsou pomyslné úseky kolony, o kterých předpokládáme, že každá 
představují jednu extrakční nádobku, ve které dochází k ustavení extrakční rovnováhy. 
Separační účinnost je určena počtem teoretických pater v koloně n. Účinnost je tím vyšší, čím 
je vyšší n a tím jsou užší eluční křivky. Počet teoretických pater kolony může být vyjádřeno 
vztahem: 
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kde tR je retenční čas, Y představuje šířku píku v základně a Y1/2 šířka píku v polovině výšky. 
Výška extrakční nádobky (délka kolony případající na jedno teoretické patro) se nazývá 
výškový ekvivalent teoretického patra, označuje se symbolem H a může být vyjádřen 
vztahem: 
n
LH = , 
kde L je výška kolony. 
 Hodnota rozlišení RS pro dvě látky je dána poměrem rozdílu retenčních časů a 
aritmetického průměru šířek elučních látek při základně a může být popsána vztahem: 
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Optimální hodnota rozlišení je kolem 1,0. Větší hodnoty indikují, že eluční křivky jsou od 
sebe více vzdáleny, což prodlužuje a prodražuje separační postup.  
 Zadržení látek v koloně lze při konstantním průtoku mobilní fáze vyjádřit buď jako retenční 
objem VR nebo retenční čas tR. Doba, po kterou látka interaguje se stacionární fází, závisí  
na velikosti interakcí a určuje pořadí v jakém složka vychází z kolony. Čím je interakce větší, 
tím je větší hodnota elučního času či objemu. Retenční hodnoty pro látku, která již 
neinteraguje se stacionární fází  a pohybuje s v koloně stejnou rychlostí jako mobilní fáze,  
se nazývá mrtvý retenční objem VM a mrtvý retenční čas tM. Vztah mezi retenčním objemem a 
retenčním časem lze popsat rovnicí: 
RmR tFV ⋅= , 
kde Fm je objem mobilní fáze proteklé za 1sekundu (cm3·s-1). 
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 Eluční objem (čas) je dán součtem dvou veličin: 
)(; ´´ MRRMRR tttVVV +=+=  
Záznamu závislosti koncentrace vzorku na čase nebo na objemu proteklé mobilní fáze se říká 
chromatogram. Zóny chromatografických látek jsou označovány jako píky nebo eluční 
křivky. [55, 56, 57, 58] 
2.3.3 Instrumentace v kapalinové vysokoúčinné kolonové chromatografii 
 Kapalinový chromatograf se skládá z částí, které zajišťují transport mobilní fáze, dávkování 
vzorku, vlastní separaci látek a jejich detekci. K těmto základním částem výrobci poskytují 
celou řadu doplňujících zařízení, jako jsou zařízení pro tvorbu koncentračního gradientu 
mobilní fáze, termostatové skříně, které umožňují práci při programovatelné teplotě, ochranné 
filtry, předkolony chránící analytickou kolonu proti znečištění a prodlužující tak jejich 
životnost nebo odplyňovače mobilní fáze. Většina moderních typů přístrojů je řízena 
mikročipem nebo mikropočítačem, který umožňuje nastavovat průtok mobilní fáze, poměr 
složek mobilních fází, teplotu kolony, parametry detektoru, objem dávkovaného vzorku nebo 
intervaly nástřiků vzorku při použití autosampleru. Schéma kapalinového chromatografu je na 
obrázku 8. [57] 
 Ze zásobníku je při izokratické eluci vedena mobilní fáze do vysokotlakého čerpadla, při 
gradientové eluci je mobilní fáze ze dvou nebo více zásobníku míšena ve směšovači a vedena 
do vysokotlakého čerpadla. Podle charakteru čerpadla je do mobilní fáze zařazen tlumič 
tlakových rázů. Mobilní fáze je poté vedena přes dávkovací zařízení do chromatografické 
kolony. Ta je propojena s detektorem, z něhož vede výstup do sběrače frakcí a odpadu. Na 
detektoru vznikne signál, který je vedený přes zesilovač do zapisovače eventuelně integrátoru. 
[57] 
Mobilní fáze 
 Mobilní fáze (MF) pro kapalinovou chromatografii se výrazně podílí na separačním 
procesu. Většina rozpouštědel používaných jako mobilní fáze jsou látky hořlavé, těkavé a 
výbušné. Významnými vlastnostmi MF jsou polarita, tedy schopnosti rozpouštědla podílet se 
na polárních interakcích a selektivita, která je definována jako relativní retence dvou 
sousedních látek. V chromatografii s obrácenými fázemi je mobilní fáze polární. Nejčastěji se 
používají vodné roztoky jednoho čí více organických rozpoštědel jako jsou např. methanol, 
acetonitril, tetrahydrofuran, diethylether a aceton. Možnosti změny složení mobilní fáze jsou 
prakticky neomezené. [55, 56, 57] 
Čerpadlo 
 Vysokotlaká čerpadla musí zajistit konstantní průtok mobilní fáze. Ten musí být 
reprodukovatelný v rozsahu asi 0,1–10 ml·min-1 a bezpulzní. Všechny části čerpadla 
přicházející do styku s mobilní fází musí být vyrobeny z takových materiálů, aby nedocházelo 
ke kontaminaci mobilní fáze. Nejčastěji se používají čerpadla pístová. Při pohybu vpřed 
dochází k vytlačení mobilní fáze do chromatografického systému a při pohybu zpět se 
mobilní fáze nasává do čerpadla. Nevýhodou tohoto typu čerpadla je tvorba pulzního toku. 
Pulzace lze omezit použitím duálních pístových čerpadel, zařazením tlumiče pulzů nebo 
programovaným pohybem pístu. Zařízení pro gradientovou eluci umožňuje plynule během 
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analýzy měnit složení mobilní fáze při konstantním průtoku. Pro vysokotlakou gradientovou 
eluci jsou používána dvě nebo více čerpadel, kterými jsou mobilní fáze dopravovány do 
směšovací komory, odkud jsou vedeny již v jednom proudu do kolony. Pro nízkotlakou eluci 
postačí pouze jedno čerpadlo a mobilní fáze jsou míšena před vstupem do čerpadla.  Tato 
zařízení používají trojcestný ventil, který je umístěný na sání čerpadla. Ten přepíná sání buď 
z jedné nebo druhé mobilní fáze. [55, 56 59] 
Dávkovací zařízení 
 Z čerpadla je mobilní fáze vedena do dávkovacího zařízení. Zde dochází k nadávkování 
vzorku do proudu mobilní fáze. K tomuto účelu může být použit manuální dávkovací ventil, 
který je nejčastěji konstruován jako šesticestný s dávkovací smyčkou. Ta se při dávkování 
naplní vzorkem pomocí injekční stříkačky, potom se ventil přepne do druhé polohy, kde 
protéká smyčkou mobilní fáze a unáší vzorek do kolony. Objem smyčky se pohybuje od 
desítek nanolitrů po mililitry. Druhou možností nadávkování vzorku je použití autosampleru. 
Do vzorkovnice (vialky), která je uzavřena pryžovým septem nebo perforovanou zátkou  
z polyethylenu je umístěn vzorek. Injekční stříkačka je ovládána roboticky. Prostor pro vialky 
je obvykle temperován a chráněn před světlem. Použití autosampleru umožňuje nadávkovaní 
několika vzorků po sobě bez obsluhy přístroje. Dávkovací zařízení je první, které přispívá 
k celkovému příspěvku rozšiřování elučního píku a tím ke snižování účinnosti celého 
chromatografického systému. [55, 56, 57] 
Kolony 
 Účinnost kolony je závislá nejen na kvalitě použitého sorbentu, ale i na její délce, tvaru, 
materiálu, z něhož je vyrobena, spojovacích součástech a jejím vnitřním povrchu. Kolony 
jsou nejčastěji vyráběny z nerezové oceli, mohou však být i skleněné nebo plastové. Délka 
kolon pro klasickou vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii se pohybuje v rozmezí  
10–25 cm, vnitřní průměr 4,5–5,0 mm s průtokem mobilní fáze 1–2  ml·min-1. Vnitřní povrch 
musí být zcela hladký a leštěný. [55, 56, 57] 
 Rozhodující vliv na separaci směsi látek má velikost a uspořádání částic vyplňujících 
kolonu. Čím jsou částice menší, tím je separace účinnější. Běžná velikost částic je okolo  
3–10 µm. Kratší kolony jsou plněny jemnější náplní. Klasické kolony jsou plněny polárními 
sorbenty jako jsou oxid hlinitý nebo silikagel, který je v dnešní nejrozšířenější. Aktivními 
centry silikagelu jsou hydroxylové skupiny, které mohou být buď jednoduché, dvojité nebo 
mohou být ve vhodné poloze vzájemně spojovány vodíkovým můstkem. Na silanolové 
skupiny se vodíkovými vazbami váže voda, kterou lze při 150 °C odstranit a tím silikagel 
aktivovat. Chemicky vázaná stacionární fáze se připravuje nejčastěji chemickou modifikací 
silikagelu. Volné hydroxylové skupiny jsou modifikovány chemickou reakcí s vhodnou 
organickou sloučeninou např. aminoskupinou a nitrylovými skupinami nebo uhlovodíky. 
Reakcí s uhlovodíky  (fenyl, CH3-, C8H17-, C18H37- a další) se připraví reverzní kolona 
s nepolární stacionární fází. Tyto kolony jsou v moderních aplikacích kapalinové 
chromatografie nejvíce používány. Při použití mobilní fáze o pH > 8 dochází k rozpuštění 
silikagelu a tím ke chvostování píků a snížení účinnosti kolony. V praxi se proto často 
využívá různých způsobů minimalnizace interakce bazických látek s volnými silanolovými 
skupinami. Encapping je proces, při kterém se snižuje počet volných silanolových skupin na 
nepolární stacionární fázi chemickou reakcí s trichlorsilany. Další možností je eliminace 
silanolových skupin stérickým stíněním, tj. připravením fáze s delším uhlíkatým řetězcem a 
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zvýšením obsahu vázaného uhlíku použitím objemných alkyl substituentů. Zavedením polární 
skupiny do uhlíkatého řetězce mezi povrch silikagelu a nepolární vrstvy zmírňuje interakci 
bazických polárních látek s volnými Si-OH skupinami. Přídavkem organického modifikátoru 
např. organických aminů do mobilní fáze dochází k soutěži o aktivní místa zbytkových 
silanolových skupin. Pro separaci bazických sloučenin jsou vhodné polymerní stacionární 
fáze, které jsou většinou kompatibilní v celém rozsahu pH. Jsou v šak méně účinné. [55, 56, 
57, 60] 
 Předkolona je krátká kolona, která je zařazována těsně před vlastní analytickou kolonu. 
Chrání kolonu tak, že zachycuje mechanické nečistoty a látky, které se ireverzibilně váží na 
sorbent analytické kolony.[59] 
Detektory 
 Z kolony je eluát veden na detektor, který slouží k identifikaci separovaných látek. Signál 
detektoru se po zesílení přivádí do vyhodnocovacího zařízení. Obecné požadavky detektoru 
jsou: malý vnitřní objem, aby co nejméně přispíval k rozmytí eluční křivky, stabilní a 
reprodukovatelný signál s co nejnižším šumem, bez driftu a lineárně závislým na koncentraci 
v co nejširším rozsahu, co největší citlivost a co nejnižší mez detekce. V kapalinové 
chromatografii se běžně používají detektory spektrofotometrické, fluorimetrické, 
elektrochemické, refraktometrické a hmotnostní. [55, 56, 57] 
 Spektrofotometriké detektory patří k nejběžnějším detektorům. Měří se absorbance eluátu. 
Ten protéká detekční celou, která musí být dostatečně malá s dostatečně dlouhou optickou 
drahou.  Jednoduché přístroje mají fixní vlnovou délku, jiné umožňují nastavení vlnové délky 
pomocí monochromátoru. Detektor s diodovým polem (DAD) snímá celá spektra během 
průchodu látky kyvetou bez přerušení separace a ukládá je do paměti. Získají se tak 
trojrozměrné chromatogramy (tR vs. A vs. λ). [61] 
 Fluorimetrický detektor je založen na principu flourescence. Eluent, který protéká detekční 
celou, absorbuje záření vhodné vlnové délky. Absorbované záření je částečně emitováno 
fluorescěnčním zářením s nižší energií, které dopadá na fotonásobič, kde se přemění na 
elektrický signál. Velkou výhodou tohoto detektoru je jeho vysoká citlivost a značná 
selektivita. Je velmi selektivní pro látky, které mají přirozenou fluorescenci nebo je lze na 
fluoreskující deriváty převést. [55, 56, 57] 
 Mezi elektrochemické detektory patří vodivostní nebo voltametrický detektor. Jsou 
založeny na měření vodivosti nebo elektrického proudu mezi pracovní a referenční 
elektrodou. Mohou být použity tam, kde jsou v roztoku přítomny elektrochemicky 
oxidovatelné nebo redukovatelné látky. [55, 56, 57] 
 Refraktometrický detektor kontinuálně zaznamenává rozdíl v indexu lomu mezi čistou 
mobilní fází a eluentem, který vychází z kolony. Patří mezi detektory univerzální, 
zaznamenává tedy jakýkoliv typ látky, avšak málo citlivé. Nevýhodou je i velká závislost 
indexu lomu na teplotě a nemožnost použití pro gradientovou eluci. 
 V posledních letech prudce vzrůstá využití hmotnostního spektrometru jako detektoru 
v chromatografii jak kapalné tak plynné. Mezi vhodné ionizační techniky, které jsou 
uzpůsobeny pro práci s průtokem kapalné fáze patří elektrosprej, chemická ionizace  
za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Volba 
analyzátoru není ničím omezená a mohou být použity všechny dostupné např. kvadrupól, 
ionotvá past nebo průletový analyzátor. Spojení HPLC/MS výrazně zlepšuje selektivitu a 
umožňuje identifikovat  komponenty obsažené ve vzorku. [55, 56, 57] 
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Obrázek 8. Schéma kapalinového chromatografu 
(1) zásobník mobilní fáze, (2) odplyňovač mobilní fáze, (3)vícecestný  ventil gradientu, (4) 
směšovací komora, (5) vysokotlaká pumpa, (6) spínací ventil v pozici „vstřikování, (7) spínací 
ventil v pozici „plnění“ (8) předkolona, (9) analytická kolona, (10) detektor, (11) sběrnice 
dat, (12) jímač frakcí a odpadu. [62] 
 
2.4 Stanovení anthokyanů v bezu černém kapalinovou chromatografií 
 Kirsten Brønnum-Hansen a Steen Honoré Hansen použili v roce 1983 ke stanovení  
4 anthokyanů, jejich chalkonových forem a aglykonů v bezu černém analytickou metodu RP-
HPLC s lineární gradientovou elucí. Měření ukázalo, že kolona s náplní Nukleosil 5 C18 je 
vhodná pro separaci pigmentů. Tetrahydrofuran se ukázal jako kvalitnější modifikátor ve 
vodné mobilní fázi něž methanol i acetonitril. Jeho použití zkrátilo retenční čas a poskytlo 
lepší separační selektivitu. pH bylo upraveno na 1,8 pomocí kyseliny fosforečné, aby se 
zajistila stabilita flavyliového kationtu. Toto pH je sice nižší než je doporučováno výrobcem 
kolony a její náplně, ale pokud se kolona denně po použití promývá, tak pouze 
několikaměsíční použití pro tento účel nezpůsobí její znehodnocení. Při vlnové délce 510 nm 
byly detekovány 4 základní anthokyany a to: kyanidin-3-glukosid (CG), kyanidin-3,5-
diglukosid (CGG), kyanidin-3-sambubiosid (CS), kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid (CSG). 
Separace chalkonových forem je také možná díky pomalé interkonverzi mezi chalkonem a 
flavyliovým kationtem. Po úpravě pH na 4,5 a zahřátí byl extrakt analyzován při vlnové délce 
340 nm. Chalkony byly eluovány později než jejich odpovídající kationty. Po hydrolýze 
extraktu byl detekován pouze jediný aglykon, který měl stejný retenční čas jako kyanidin, což 
poukazuje na kyanidin, který je jediným aglykonem přítomným v anthokyanech bezu 
černého. [52] 
 Fiorini Maurizio v roce 1995 použil pro purifikaci anthokyanů ze surového materiálu bezu 
černého, jahod, lilku a ředkviček preparativní HPLC. Detekce všech izolovaných barviv byla 
provedena pomocí UV spektroskopie při vlnové délce 500–530 nm. Identifikace barviv byla 
provedena srovnáním s referenčními standardy. Pro identifikaci komplikovanějších sloučenin, 
jako jsou acylované anthokyany, di- a triglykosidy, pro které je nedostatek referenčních 
standardů, byly použity FAB/MS a NMR spektroskopie. Měření prokázalo, že preparativní 
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HPLC může být účinnou technikou, jak izolovat čisté anthokyany, jak monoglukosidy,  
tak více komplexnější sloučeniny. [63] 
 Peter Bridle a Christina García-Viguera použili v roce 1995 metodu vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie k odhalení přibarvování červeného vína bezovým extraktem.  
Na chromatogramu vína byl pozorován nový pík (CSG), který pocházel z bezu černého. 
Použitý gradient mobilní fáze nedokázal do sebe separovat CG a CS. To posloužilo 
k odhalení přídavku bezu černého do červeného vína, protože obyčejně malý pík CG 
v chromatogramu vína se tak stal mnohem větším. Úroveň přídavku bezu černého do vína, 
který může být detekován, závisí na různých faktorech mezi které patří: doba styku, teplota a 
obsah alkoholu. [26] 
 Osamu Inami a kol. v roce 1996 posuzovali stabilitu pigmentů S.nigra a S.canadensis 
z hlediska možnosti použití pro barvení nápojů. S.canadensis obsahuje acylované deriváty 
zatímco S.nigra ne. Acylace zlepšuje jak stabilitu barviv vůči teplotě, tak vůči světlu a hraje 
tedy významnou roli v udržení barevnosti v potravním systému. Glykosidace na C5 není 
nezbytná pro zvýšení stability vůči teplotě, ale má určitý vliv na zvýšení stability ke světlu. 
[5] 
 Peter Bridle a Cristina García-Viguera provedli v roce 1997 srovnání metod RP-HPLC a 
CZE pro stanovení anthokyanů z bezu černého a jahod. Chromatografie poskytla dobrou 
separaci barviv, které byly eluovány a detekovány při vlnové délce 520 nm v pořadí CSG, 
CGG, CS a CG. Elektroforeogram bezových barviv byl méně uspokojivý kvůli velkým 
hrbolům vyčnívajících ze základní linie. Přesto však bylo možno jednotlivé pigmenty 
identifikovat, dokonce by se dalo říci, že s lepším rozlišením než u HPLC. Pořadí 
jednotlivých anthokyanů bylo stejné jako u HPLC. Extrakt z bezu černého obsahuje vysoké 
koncentrace nebarevných sloučenin, které absorbují při 280 nm (HPLC je nedetekuje) a ty 
právě mohou ovlivňovat základní linii vznikem hrbolů. [54] 
 K. Kaack a T. Austed stanovovali v roce 1998 červená barviva v bezu černém a posuzovali 
vliv vitamínu C na stabilitu anthokyanů a flavonoidů během zpracování šťávy. 13 odrůd 
Sambucus nigra L. bylo podrobeno HPLC analýze. Mobilní fáze byla složena z acetonitrilu a 
kyseliny trifluoroctové ve vodě a poskytla účinnou separaci anthokyanů a kvercetinu. Barviva 
byla detekována pomocí detektoru s diodovým polem při vlnových délkách 200–900 nm. Dva 
minoritní (CSG, CGG) anthokyany byly detekovány asi v 18 a 19 minutě a dva majoritní 
(CG, CS) v 25 a 26 minutě. Kvercetin byl také identifikován a ten byl eluován asi v 34 
minutě. Průměrné množství barviv, CG, CS, CSG a CGG bylo 798, 444, 27 a 17 mg·100g-1 
čerstvého ovoce. Odrůda s nejvyšším množstvím anthokyanů byla Sampo. Stabilita 
anthokyanů a kvercetinu ze šťávy bezu černého byla testována za 4 různých podmínek. 
V přítomnosti kyslíku bylo dosaženo největších degradačních rychlostí jak u barviv tak  
u kvercetinu. Přídavek kyseliny askorbové za přítomnosti kyslíku zpomalil rozklad těchto 
sloučenin. Stejně tomu bylo v prostředí dusíku. Nejméně barviv a kvercetinu bylo rozloženo 
v prostředí dusíku s přídavkem vitamínu C. Při výrobě ovocných šťáv by měla být 
koncentrace kyslíku v prostředí co nejnižší a před uzavřením by měl být kyslík z obalu 
kompletně odstraněn. [64] 
 Toshiro Watanabe a kol. napsali v roce 1998 práci zabývající se extrakcí bezových barviv 
z komerčních potravinových vzorků a jejich analýzou za použití metod MEKC a HPLC. 
Komerční vzorky (bonbóny, želé a džusy), které jsou kyselé povahy, jsou barveny bezovými 
barvivy. Výtěžnost barviv z těchto vzorků obsahujících 0,1 % anthokyanů se pohybuje 
v rozmezí od 74,2 % do 94,1 %. Obě metody poskytly dobrou separaci pigmentů, každá 
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z nich má své výhody a nevýhody, které jsou již popsány výše. Elektroforeogram pigmentů 
extrahovaných z želé byl obdobný jako ten s původními bezovými barvivy, zatímco ve vzorku 
bonbónů byl pozorován jeden další neznámý pík. Metoda MEKC může být s výhodou 
aplikována na běžnou kontrolu kvality potravních aditiv. [25] 
 Amitabh Chandra a kol. v roce 2001 provedli validaci metody HPLC/MS  pro identifikaci a  
kvantifikaci individuálních i celkových anthokyanů v prášcích z rostlinných materiálů 
používaných do doplňků stravy. Barviva byla separována a prokázána na základě jejich 
příslušného M+ kationtu. Kvantifikace byla provedena pomocí komerčně dostupného vnějšího 
standardu kyanidin-3-glukosid chloridu. Možnost tvorby otisků prstů jednotlivých pigmentů 
poskytuje ekonomický a precizní postup pro kvantifikaci anthokyanů, pro které nejsou 
dostupné standardy. [65] 
 Florian C.Stintzing a kol. vyšetřovali v roce 2002 vliv struktury anthokyanů odvozených od 
kyanidinu na chemické a fyzikální vlastnosti: CIELAB barevná souřadnice, visuální detekční 
práh, hydratační konstanta (pKH) a in vitro antioxidační aktivita. Kromě toho byly stanoveny 
pigmenty izolované z ostružin, bezinek, černé mrkve, červeného zelí a sladkých brambor 
metodou HPLC/MS. Acylace kyselinou skořicovou posunuje úhel odstínu k fialové barvě, 
značně zvyšuje pKH a antioxidační aktivitu, ale snižuje visuální detekční práh. Substituce na 
pozici 5 posunuje úhel odstínu také k fialové barvě, snižuje pKH a antioxidační aktivitu, ale 
zvyšuje visuální detekční práh. Zvýšené množství cukerných jednotek na pozici 3 také 
ovlivňuje zmíněné parametry, ale v mnohem menším rozsahu. Antioxidační vlastnosti 
purifikovaného anthokyanového extraktu byly mnohem vyšší než ve směsi barviv, kde byl 
předpokládán jejich synergický efekt. [66] 
 Xianli Wu a kol. stanovovali v roce 2004 anthokyany a proanthokyanidiny v černém a 
červeném rybízu, angreštu, černém bezu metodou HPLC/MS. V těchto plodech bylo 
detekováno 31 odlišných anthokyanů, poprvé bylo identifikováno několik minoritních barviv. 
Koncentrace jednotlivých anthokyanů byla stanovena použitím příslušných referenčních 
standardů. V bezu černém byla zjištěna přítomnost sedmi anthokyanů, kde čtyři z nich jsou 
dobře známé CG, CS, CGG a CSG. Pomocí hmotnostního spektrometru byly identifikovány 
tři minoritní píky: kyanidin-3-rutinosidu, pelargonidin-3-glukosidu a pelargonidin-3-
sambubiosidu. Tato tři barviva byla v bezu černém detekována vůbec poprvé. [29] 
 V konzervovaném ovoci dochází ke změně textury, barvy a ztrátě aroma. Dietmar 
R.Kammerer a kol. proto studovali v roce 2006 možnost zlepšení barevné a texturové stability 
konzervovaných jahod přídavkem koncentrátu z bezu černého a černé mrkve. Zbarvení takto 
ošetřeného ovoce bylo podstatně lepší. [35] 
 Florian C.Stintzing a kol. se zabývali v roce 2006 charakteristikou anthokyan-betalainové 
směsi z hlediska možnosti barvení potravin. Směs byla získána ze 4 komerčních 
anthokyanových extraktů (černá mrkev, bez černý, višeň a jahoda) a 1 betalainového extraktu 
(červená řepa). Smícháním došlo k vytvoření nových odstínů, jejichž sytost a úhel se  
s postupem času měnili. Největší množství nových odstínů s přijatelnou sytostí bylo získáno 
při pH 4,5 a 5. Při pH 3,5 poskytla přijatelnou sytost pouze jedna kombinace a při pH 7 už 
nebyla žádná směs stabilní. K identifikaci jednotlivých sloučenin byla použita metoda 
HPLC/MS. [67] 
 Lidija Jakobek a kol. použily v roce 2007 metodu HPLC pro stanovení obsahu anthokyanů 
v různých džusech z červeného ovoce. Barviva patřila mezi převládající fenolové sloučeniny 
ve džusu z černého bezu, aronie černé a černého rybízu, kde byla naměřena jejich koncentrace 
4189 mg·l-1, 3042 mg·l-1 a 1544 mg·l-1. Koncentrace anthokyanů v džusu z ostružin, višní, 
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třešní a jahod byla mnohem nižší. U vybraných druhů džusů byla zkoumána antioxidační 
aktivita pomocí DPPH. Všechny vykazovaly silnou antiradikálovou aktivitu. Celkově 
výsledky poukazují na to, že džusy z červeného ovoce mohou sloužit jako výborný zdroj 
bioaktivních látek v lidské stravě. Bez černý, černý rybíz a aronie černá jsou pro svůj vysoký 
obsah anthokyanů a vysokou antioxidační aktivitu vhodnými kandidáty na produkci 
funkčních potravin. [48] 
 Jungmin Lee a Chad E.Finn si v roce 2007 vybrali 8 genotypů Sambucus canadensis L. a 2 
genotypy Sambucus nigra L. pěstovaných v letech 2004 a 2005 pro stanovení celkových 
anthokyanů, polyfenolů, titrovatelných kyselin, pH a cukernosti. Ve všeobecnosti mělo ovoce 
v roce 2005 vyšší množství všech sledovaných látek, vyšší pH a větší cukernatost. Všechny 
vzorky S.canadensis měly podobný anthokyanový profil, který se ale výrazně lišil od S.nigra. 
Vzorky S.canadensis obsahovaly 11 anthokyanů a všechny měly více acylovaných derivátů 
(>60 % celkových pigmentů). V odrůdách S.nigra bylo detekováno 5 anthokyanů: CG, CS, 
CSG, CGG a stopové množství pelargonidin-3-glukosidu. Haschberg obsahoval navíc dva 
píky, které patřily kyanidin-3-rutinosidu a delfidin-3-rutinosidu (rovněž ve stopových 
množstvích). [6] 
 Robert Veberic a kol. si vybrali v roce 2009 pro stanovení cukrů, organických kyselin, 
anthokyanů a vybraných polyfenolů 5 odrůd bezu černého (Haschberg, Rubini, odrůdy 13, 14 
a 25). Anthokyanová barviva byla stanovena pomocí metody HPLC/DAD. Největší množství 
anthokyanů a kvercetinu obsahovala odrůda Rubini, nejméně potom odrůda 14. Bylo 
detekováno 5 pigmentů: CG, CS, CGG, CSG a kyanidin-3-rutinosid, až na odrůdu 13, ve 
které bylo nejvíce CG, všechny ostatní obsahovaly jako majoritní barvivo CS. Nejvíce 
organických kyselin, nejméně cukrů a střední obsah barviv měla odrůda Haschberg, která je 
v dnešní době nejvíce pěstovanou odrůdou vhodnou pro další technologické zpracování. [24] 
 Inês J. Seabra a kol. sledovaly v roce 2010 účinnost extrakčních technik pro získávání 
čistého extraktu barviv z čerstvých a sušených bezových výlisků. Ty představují cca 25 % 
celkové hmotnosti ovoce a jsou zdrojem vysokého obsahu anthokyanů. Aplikovaly tradiční 
extrakční techniku (CSE), superkritickou fluidní extrakci (SFE) a zvýšenou extrakci 
rozpouštědlem (ESE). V prvním kroku superkritické fluidní extrakce byl použit jako 
rozpouštědlo oxid uhličitý, ve druhém kroku byla použita pro získání bohaté anthokyanové 
frakce metoda ESE s CO2/EtOH-H2O směsí, teplotou 313 K a tlakem cca 20 MPa.  
Ke kvantitativnímu stanovení barviv byla použita HPLC. Výsledky poukazují na to,  
že přítomnost vody ve směsi rozpouštědel vede k vyšším výtěžkům barviv a rozpuštění oxidu 
uhličitého podporuje zvýšení obsahu anhokyanů a antioxidační kapacity. Tradiční extrakční 
technika se jevila jako nejméně účinná. [26] 
  Valentina Schmitzer a kol. použily v roce 2010 ke stanovení fenolových sloučenin, 
fenolových kyselin a anthokyanů v bezovém moštu a víně metodu HPLC/MS. V bezovém 
víně byly změřeny i tradiční enologické parametry, které byly porovnány s hroznovým vínem. 
Bezové víno má ve srovnání s hroznovým menší obsah alkoholu, výrazně červenější 
zabarvení, vyšší hodnoty pH, antioxidační potenciál je velmi podobný. Anthokyany 
představovaly hlavní fenolové sloučeniny bezového moštu a vína. Kyanidin-3-sambubiosid 
byl hlavním barvivem bezového moštu a kyanidin-3-glukosid zase bezového vína. Během 
skladování a zrání bezového vína dochází ke snižování koncentrace fenolových sloučenin, 
barva se mění z jasně červené do červeno-hnědé. To může být příčinou jak tvorbou 
stabilnějších polymerních sloučenin, tak degradačními reakcemi. Proto není doporučováno 
skladování bezového vína po delší dobu. [68] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Pomůcky 
• běžné laboratorní sklo 
• třecí miska s tloučkem 
• polyethylenový sáček 
• Büchnerova nálevka 
• filtrační papír č. (Papírny Pernštějn, ČR) 
• vývěva 
• mikropipeta (Biohit, Finsko) 
• injekční stříkačka – 2 ml (Chirana Injecta, SR) 
• MCE Syringe mikrofiltr (velikost pórů: 0,45 µm, průměr: 25 mm) 
• vialky, vršky, septa (Chromservis, ČR) 
• kolona Synergi 4 ml C12 Max-RP, 250 × 4,6 mm (Phenomenex, USA) 
3.2 Přístroje 
• hlubokomrazící box 
• chladnička Amica AD 250 
• přístroj na připravu redestilované vody (Labicom, ČR) 
• pH metr (Monokrystaly s.r.o., Turnov, ČR) 
• ultrazvuková vana (Kraintek, SR) 
• HPLC system (Spectra SYSTEM, USA): 
   ▪ gradientová pumpa P 4000 
   ▪ autosampler AS 3000 
   ▪ spektrofotometrický detektor UV 6000 LP 
   ▪ počítač se softwarem pro řízení a sběr dat ChromQuest 4.0 
3.3 Chemikálie 
• redestilovaná voda (FCH VUT Brno, ČR) 
• acetonitril Chromasolv, HPLC grade (Sigma aldrich, Stenheim, Německo 
• kyselina mravenčí, 98% p.a. (Lach-ner s.r.o., Neratovice, ČR) 
• ethanol (Sigma Aldrich, Stenheim, Německo) 
• methanol CHROMASOLV pro HPLC, min. 99,9% (Sigma-Aldrich, Stenheim, 
 Německo) 
• kyanidin-3-glukosid (Polypehnols, Norsko) 
3.4 Rostlinný materiál a příprava vzorků 
 Vzorky bezu černého (Sambucus nigra L.) pochazejí z výkumného a šlechtitelského ústavu 
ovocnářského v Holovousech. Všech 17 odrůd bezu rostlo při stejných enviromentálních 
podmínkách (kvalita půdy, sluneční záření). Vzorky byly sesbírány na konci léta roku 2010. 
Po odřezání okolíku byla každa odrůda zabalena do plastového sáčku a hromadně byly 
uloženy do polystyrenového chladícího boxu na vrstvu suchého ledu. Poté byly vzorky 
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převezeny na fakultu chemickou v Brně, kde byly uloženy do hlubokomrazícího boxu a 
uchovávány při teplotě −20 °C dokud nebyly analyzovány. Vybrané odrůdy popsiuje 
tabulka 1. 
 Pro optimalizaci gradientu mobilní fáze byl použit vzorek vitaminátoru z roku 2010. 
Vitaminátor je 100% ovocná šťáva z ovoce (bezu černého) bez jakýchkoliv konzervačních 
látek a chemických přísad. Šťáva je připravována z ovoce z uznávaných sadů, ekoprodukce 
nebo integrované produkce, které ale nejsou prodejné na přímý konzum. Po vylisování je 
šťáva pasterována při teplotě 78 °C a ihned asepticky balena do lahví do tzv. Bag in boxů,  
což je pěti nebo desetilitrový sterilní vak opatřený ventilem VITOP, který do sáčku nepustí 
žádný vzduch a doba trvanlivosti tak dosahuje až 1 roku. 
 
Tabulka 1. Odrůdy bezu černého 
číslo odrůda 
1. Allesö 
2. Aurea 
3. Bohatka 
4. Dana 
5. Haschberg 
6. Heidegg 13 
7. Kørsor 
8. Mammut 
9. Prägarten 
10. Riese aus Voβloch 
11. Sambo 
12. Sambu 
13. Samdal 
14. Sampo 
15. Samyl 
16. Weihenstephan 
17. Albida (bezbarvá odrůda) 
 
  
 Po rozmražení byly plody uloženy do plastového sáčku a rozmačkány pomocí třecí misky a 
tloučku. Takto získaná šťáva byla několikanásobně přefiltrována přes filtrační papír za 
sníženého tlaku. 1 ml vzorku byl naředěn 4 ml redestilované vody. Pomocí injekční stříkačky 
a mikrofiltru o porozitě 0,45 µm byla šťáva přenesena do vialky o objemu 1 ml. Vialka byla 
odplyněna v ultrazvukové vaně po dobu 5 minut a uzavřena víčkem s pryžovým septem. 
Všechny takto připravené vzorky byly analyzovány ještě týž den. 
 Vzorek vitaminátoru byl rovněž 5× naředěn redestilovanou vodou a dále přiraven stejným 
postupem jako vzorky rostlinného materiálu. 
 Šťáva připravená z plodů byla před analýzou uchovávána v lednici, protože anthokyany 
vyžadují pro udržení své stability chladná a tmavá místa.  
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3.5 Optimalizace gradientu mobilní fáze 
 K optimalizaci gradientu mobilní fáze byl použit vzorek vitaminátoru z roku 2010, který 
má obdobný profil barviv jako čerstvá bezová šťáva. Kolona byla nejprve změněným 
poměrem mobilních fází jedenkrát promyta, aby se stabilizovala. Vzorek vitaminátoru byl 
dávkován třikrát. Na základě výsledku chromatogramu byl gradient dále pozměněn. 
 Pro stanovení anthokyanů bylo vycházeno z gradientu, který dodal výrobce kolony 
(tabulka 2.). 
 
Tabulka 2. Gradient pro stanovení anthokyanů v červeném víně 
t [min] mobilní fáze A mobilní fáze B 
0 94 6 
20 80 20 
35 60 40 
40 40 20 
45 10 90 
47 94 6 
55 94 6 
3.6 Stanovení anthokyanových barviv 
3.6.1 Příprava mobilních fází 
 Pro separaci anthokyanových barviv byly použity dvě mobilní fáze. Mobilní fáze A byla 
připravena smícháním redestilované vody a acetonitrilu v poměru 87:3. Aby byla zaručena 
stabilita červeně zbarveného flavyliového kationtu, bylo pH mobilní fáze upraveno na 
hodnotu 1,8 pomocí kyseliny mravenčí. Poté byla mobilní fáze odplyněna po dobu 15 minut 
v ultrazvukové lázni. Mobilní fáze B byla rozněž připravena smícháním vody a acetonitrilu, 
tentokrát v poměru 40:60. Opět bylo pH roztoku upraveno na 1,8 kyselinou mravenčí a MF 
byla odplyněna. Zvolené mobilní fáze a jejich poměry byly zvoleny na základě literatury, 
která byla dodána spolu s kolonou Synergi C12 Max-RP. 
3.6.2 Kalibrační křivka 
 Pro přípravu kalibrační křivky byl použit standardní vzorek kyanidin-3-glukosidu. Barvivo 
o hmotnosti 10 mg bylo kvantitativně přeneseno do 10ml odměrné baňky a ta byla doplněna 
redestilovanou vodou po rysku. Takto byl získán zásobní roztok o koncentraci 10 mg·ml-1,  
ze kterého bylo vhodným ředěním připraveno 5 koncentrací. Výsledné koncentrace pro 
sestrojení kalibrační křivky byly 0,01 mg·ml-1, 0,10 mg·ml-1, 0,30 mg·ml-1, 0,67 mg·ml-1 a 
1,00 mg·ml-1. Kvůli zachování stability atnhokyanů byla každá koncentrace připravována 
bezprostředně před nástřikem a zásobní roztok byl mezi přípravou jednotlivých koncentrací 
uchováván v ledničce. 
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3.7 HPLC analýza 
 Stanovení anthokyanů bylo provedeno na kapalinovém chromatografu HPLC Spectra 
SYSTEM z USA. K separaci anthokyanových barviv byla speciálně vyvinuta kolona Synergi 
C12 Max-RP o rozměru 250 × 4,6 mm vyplněná částicemi o průměru 4 µm. Gradientová 
eluce byla uskutečněna pomocí dvou zásobních roztoků MF. Mobilní fáze A byla složena 
z vody a acetornitrilu (87:3), pomocí kyseliny mravenčí bylo upraveno pH roztoku na 
hodnotu 1,8. Jako mobilní fáze B byla rovněž použita směs vody a acetonitrilu (40:60) a pH 
upraveno na 1,8. Průtok roztoků byl nastaven na 0,5 ml·min-1. Pro každou analýzu byl 
nastříknut vzorek o objemu 20 µl. Každy vzorek byl nadávkován 3-krát. Teplota 
autosampleru i na koloně byla nastavena na 25 °C a tlak na 9 MPa. Detektor s diodovým 
polem zaznamenával spektrum v rozmezí vlnových délek 200-600 nm, detekční délka 
anthokyanů byla 520 nm. Zařízení je vidět na obrázku 9. Po skončení analýzy byla kolona 
promyta methanolem. 
 Pro účely výzkumného a šlechtitelského ústavu ovocnářského v Holovousech byl pro 
stanovení anthokyanů na konci listopadu použit původní gradient. (tabulka 2.) Jejich cílém 
bylo zjistit celkový obsah anthokyanů v jednotlivcýh odrůdách bezu černého a pro tyto účely 
byl tento gradient postačující. Po optimalizaci gradientu byla barviva analyzována znovu s již 
novým profilem mobilních fází (tabulka 6.). 
 Pomocí dostupné odborné literatury byla jednotlivá anthokyanová barviva identifikována. 
Z regresní rovnice kalibrační křivky kanidin-3-glukosidu bylo přepočítáno množství tohoto 
barviva v jednotlivých odrůdách bezu černého.   
 
 
 
 
 
 
Obrázek 9. HPLC Spectra SYSTEM 
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VÝSLEDKY A DISKUZE 
 Experimentální část diplomové práce byla zaměřena na optimalizaci gradientu mobilní fáze 
pro stavovení anthokyanových barviv z bezu černého. Záměrem bylo zkrácení doby analýzy a 
zlepšení separace barviv. Anthokyanová barviva byla poté separována pomocí příslušného 
gradientu MF, detekována detektorem s diodovým polem při vlnové délce 520 nm a 
kvantifikována. Kalibrační křivka byla vytvořena pomocí standardu kyanidin-3-glukosidu. 
3.8 Optimalizace gradientu mobilní fáze 
 Anthokyany jsou polární sloučeniny a jsou v průběhu analýzy poutány ke stacionární fázi 
prostřednictvím svých nesubstituovaných hydroxylových skupin. K jejich separaci se 
s výhodou používá gradientová eluce s rostoucí polaritou mobilní fáze.  
 Při nástřiku vzorku na kolonu se pohybem mobilní fáze složky analytu oddělují a přicházejí 
na detektor v různých retenčních časech. Přitom se rozšiřují zóny jednotlivých analytů. 
Termodynamika a kinetika separace určují to, jak moc se budou sousední píky 
v chromatogramu překrývat, tzn. jak dokonale nebo nedokonale jsou zóny sousedních analytů 
vzájemně odděleny. Tyto jevy tak ovlivňují rozlišení sousedních píků chromatogramu. 
Kinetikou separace mohou být ovlivněny rozmývání zón analytů při postupu kolonou a šířka 
píku v chromatogramu. Termodynamika separace zahrnuje vlivy, které ovlivňují velikost 
interakce mezi analytem a sorbentem, retenci analytů, rychlost migrace analytů kolonou a 
dělení analytů od sebe navzájem. 
 Možností, jak dosáhnout lepšího rozlišení je několik, např. změna délky kolony, změna 
stacionární fáze, zvýšení/snížení rychlosti toku mobilní fáze, změna složení mobilní fáze a 
další. Z dostupné literatury byly studovány možnosti změny mobilní fáze. Mohlo být úplně 
změněno složení roztoků, ze kterých byla MF připravována nebo poměry již zvolených látek. 
 Gradient, který byl dodán výrobcem kolony Synergi C12 Max-RP slouží pro stanovení 
anthokyanů v červeném víně. To má však úplně jiné zastoupení jednotlivých anthokyanů. 
Vzorek bezu černého obsahuje 2 majoritní (kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-sambubiosid) a 
2 minoritní (kyanidin-2,5-diglukosid, kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid) anthokyanová 
barviva. Původním profilem mobilních fází nebylo dosaženo vůbec žádného rozdělení 
2 minortiních pigmentů. Barviva vycházela z kolony ve stejném retenčním čase a jevila se na 
chromatogramu jako jeden souvislý pík, a tak bylo potřeba změnit složení mobilní fáze. 
Původní gradient byla nastaven na dobu 55 minut. Všechna bezová barviva byla z kolony 
eluována do 20 minut a proto byl gradient upraven tak, aby byla zkrácena doba analýzy. 
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Obrázek 10. Chromatogram vitaminátoru s původním gradientem 
1: mrtvý objem; CSG: kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid; CGG: kyanidin-3,5-diglukosid; 
CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid; 2: nečistoty 
 
 Celkem bylo ozkoušeno 20 různých gradientů. V prvním kroku byla zkrácena doba analýzy 
na 45 minut. Byl vynechán poměr mobilních fází A:B (40:20) a podle potřeby upraven čas 
mezi 20. a 40. minutou (tabulka 3., obrázek 11.). 
 
Tabulka 3. Gradient č.2 
t [min] mobilní fáze A mobilní fáze B 
0 94 6 
20 80 20 
30 60 40 
35 10 90 
40 96 4 
45 96 4 
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Obrázek 11. Chromatogram vitaminatoru s gradientem č.2 
CSG: kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid; CGG: kyanidin-3,5-diglukosid; 
CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid 
 
 
 K rozdělení barviv docházelo v prvních 20-ti minutách, a tak byl optimalizován poměr MF 
v tomto časovém rozmezí. Snížením polarity, změnou poměru 94:6 na 96:4, došlo k posunu 
retenčních časů pigmentů směrem k vyšším hodnotám. V mobilní fázi se totiž snížilo 
množství polárního acetonitrilu, který interaguje s polárními anthokynovými barvivy. Proto 
byla barviva pomaleji unášena kolonou. Tento jev byl nežádoucí, a proto byla poté polarita 
postupně zvyšována až k poměru mobilních fází A:B → 85:15 (tabulka 5.). S rostoucí 
polaritou mají analyty větší afinitu k mobilní fázi a menší ke stacionární fázi. Barviva byla 
proto MF rychleji unášena na detektor, tím došlo ke zkrácení retenčních časů barviv téměř na 
polovinu. Zároveň byl kyanidin-2,5-diglukosidu částečně oddělen od kyanidin-3-
sambubiosid-5-glukosidu. Oba tyto jevy jsou vidět na obrázku 12. Retenční časy jednotlivých 
barviv před změnou gradientu a po něm popisuje tabulka 4. 
 
 
Tabulka 4. Retenční časy anthokyanů před a po změně gradientu 
 RT anthokyanů [min] 
č. Odrůda CSG CGG CS CG 
1. Allesö 16,3 8,6 16,3 9,5 21,8 14,3 22,9 15,6 
2. Aurea 16,2 8,6 16,2 9,2 21,4 14,1 22,2 15,4 
3. Bohatka 16,4 9,0 16,4 9,7 21,4 14,9 22,0 16,2 
4. Dana 15,9 8,6 15,9 9,1 21,5 14,1 21,9 15,5 
5. Haschberg 15,9 8,6 15,9 9,2 21,7 14,4 22,6 15,6 
6. Heidegg 13 16,0 9,1 16,0 9,5 21,4 14,2 22,6 15,3 
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Tabulka 5. Retenční časy anthokyanů před a po změně gradientu (pokračování) 
7. Kørsor 16,4 8,4 16,4 9,2 21,3 14,4 22,5 15,6 
8. Mammut 16,2 8,9 16,2 9,5 21,2 13,5 22,5 15,7 
9. Prägarten 16,2 8,6 16,2 8,9 21,9 14,1 22,8 15,1 
10. Riese aus 
Voβloch 
16,0 8,8 16,0 9,0 21,5 14,4 22,5 15,6 
11. Sambo 16,3 8,8 16,3 9,2 21,2 13,8 22,6 15,5 
12. Sambu 16,1 8,5 16,1 9,1 20,9 13,8 21,6 15,7 
13. Samdal 16,6 8,2 16,6 9,1 21,9 13,5 23,1 14,8 
14. Sampo 16,2 8,2 16,2 9,1 21,4 13,1 22,5 13,8 
15. Samyl 16,2 8,3 16,2 8,9 21,9 13,2 22,8 14,6 
16 Weihenstephan 16,1 8,9 16,1 9,4 21,4 14,1 22,2 15,8 
 
Tabulka 6. Gradient č.13 
t [min] mobilní fáze A mobilní fáze B 
0 85 15 
20 80 20 
30 60 40 
35 10 90 
40 96 4 
45 96 4 
 
 
Obrázek 12. Chromatogram vitaminátoru s gradientem č.13 
1: systematický pík; CSG: kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid; CGG: kyanidin-3,5-
diglukosid; CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid; 2,3,4: nečistoty 
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 Při dalším zvyšování polarity, tedy zvyšování množství mobilní fáze B, první eluovaný pík 
kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid měl tak krátký čas retence, že splýval s mrtvým objemem 
kolony. Proto byl ponechán poměr mobilních fází A:B → 85:15. 
 Po ustavení počátečního poměru mobilních fází byla postupně zkracována doba analýzy až 
na 25 minut. Finální gradient, pomocí kterého byla anthokyanová barviva bezu černého 
separována, popisuje tabulka 6. a chromatogram je vidět na obrázku 13. 
 
Tabulka 7. Konečný gradient použitý pro stanovení anthokyanů v bezu černém 
t [min] mobilní fáze A mobilní fáze B 
0 85 15 
15 80 20 
18 60 40 
21 96 4 
25 96 4 
 
 
Obrázek 13. Chromatogram vitaminátoru s konečným gradientem 
1: systémový pík; 2: nečistota; CSG: kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid; CGG: kyanidin-
3,5-diglukosid; CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid 
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3.9 Kalibrační křivka 
 Kalibrační křivka byla sestrojena proměřením 5-ti různých koncentrací kyanidin-3-
glukosidu, které byly připraveny způsobem popsaným v kapitole 3.6.2. Tabulka 7. shrnuje 
výsledné koncentrace, průměrné hodnoty retenčních časů, ploch píků a výšek píků 
jednotlivých kalibračních bodů. Z uvedených hodnot byla sestrojena závislost plochy píku na 
koncentraci barviva v roztoku. Z rovnice linarání regrese, která je uvedena v obrázku 20., 
bylo vypočítáno množství kyanidin-3-glukosidu v 16-ti odrůdách bezu černého (tabulka 9.  
a 11.). 
 
Tabulka 8. Průměrné hodnoty kalibračních bodů kyanidinu-3-glukosidu 
koncentrace 
[mg·ml-1] tR [min] plocha píku výška píku 
0,01 12,0 281449 19952 
0,10 12,6 2619669 197148 
0,30 12,0 7875681 395986 
0,67 13,1 17701109 944583 
1,00 12,8 27163339 1149495 
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Obrázek 14. Kalibrační křivka kyanidin-3-glukosidu 
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3.10 Stanovení anthokyanových barviv 
3.10.1 Stanovení celkového množství barviv pro výzkumný a šlechtitelský ústav 
ovocnářský v Holovousích 
 Analýze anthokyanových barviv bylo podrobeno 16 odrůd bezu černého (tabulka 1.). 
Z každé odrůdy byla připravena šťáva, která byla po filtraci přes filtrační papír a mikrofiltr 
naředěna redestilovanou vodou v poměru 1:4. Po odplynění byl každý vzorek 3× analyzován. 
 Pomocí dostupné odborné literatury byla jednotlivá anthokyanová barviva identifikována. 
 Prvotní stanovení celkového množství barviv bylo prováděno v listopadu 
prostřednictvím původního gradientu (tabulka 2.). Toto měření ukázalo přítomnost tří píků na 
chromatogramu, které patřily 4 barvivům. Všechny 4 anthokyany jsou odvozeny od 
kyanidinu. V nejkratším retenčním čase (t ≈ 16 min) byla eluována směs dvou anthokyanů, 
konkrétně kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu a kyanidin-3,5-diglukosidu. Tato barviva mají 
velmi podobnou polaritu a strukturu, proto byla původní mobilní fází unášena přibližně stejně 
rychle a dopadala na detektor ve stejném čase. Po dalších asi 6-ti minutách byl z kolony 
eluován kyanidin-3-sambubiosid. Ihned po něm na detektor dopadal kyanidin-3-glukosid.  
Ten je nejméně polárním barvivem, protože má ve své molekule nejméně hydroxylových 
skupin. Proto CG nejvíce interaguje s nepolární stacionární fází a nejméně s polární mobilní 
fází a tudíž je eluován z kolony jako poslední. Po zbytek času, tj. asi 32 minut, nebylo 
detekováno žádné anthokyanové barvivo. Chromatogram odrůdy Sampo je vidět na obrázku 
15. 
 
 
Obrázek 15. Odrůda Sampo analyzována původním gradientem 
CSG+CGG: směs kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu+kyanidin-3,5-diglukosidu; 
CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid 
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 Pomocí softwaru ChromQuest 4.0 byla provedena integrace ploch píků barviv. Takto 
získané hodnoty byly dále zpracovávány v programu Microsoft Excel. Z každého měření byly 
plochy barviv nejprve zprůměrovány a poté sečteny. V tabulce 8. je uvedeno pořadí odrůd 
bezu černého podle plochy píků. Pomocí funkce SMODCH byla vypočtena směrodatná 
odchylka a pomocí funkce CONFIDENCE byl vypočten interval spolehlivosti, který udává 
rozsah hodnot, ve které se s danou pravděpodobností nachází skutečná hodnota. Bylo 
počítáno s hladinou významnosti 0,05 (pravděpodobnost je tedy 95%). Interval spolehlivosti 
byl vynesen do grafu 1. 
 Naměřené plochy píků anthokyanů se pohybovaly v rozmezí od 26 836 166 mAU·min-1 do 
6 009 275 mAU·min-1. Z tabulky 8. je patrné, že největší plochaa píku, tedy i největší množství 
barviv bylo nalezeno u odrůdy Mammut (26 836 166 mAU·min-1). Pouze o něco méně měla 
odrůda Prägarten (26 748 076 mAU·min-1). Nejmenší množství pigmentů bylo stanoveno  
u odrůdy Kørsor (6 009 275 mAU·min-1). 
 Majoritním barvivem všech odrůd, až na Aurea a Haschberg, byl kyanidin-3-sambubiosid. 
Odrůda Aurea obsahovala nejvíce směsi dvou minoritních barviv CSG+CGG a odrůda 
Haschberg obsahovala nejvíce kyanidin-3-glukosidu. Vzhledem k tomu, že pro účely 
výzkumného a šlechtitelského ústavu v Holovousích bylo důležité srovnání jednotlivých 
odrůd bezu černého podle celkového obsahu anthokyanů, tak nejsou jednotlivé anthokyany 
v této kapitole dále diskutovány. 
 Získané hodnoty byly vyneseny do grafu 1., který přehledně uvádí pořadí 16-ti odrůd bezu 
černého podle klesající plochy píků anthokyanových barviv. 
 
Tabulka 9. Plocha píků anthokyanů 16-ti odrůd bezu černého analyzovaných původním 
gradientem 
plocha píku [mAU·min-1] pořadí odrůda 
CSG+CGG CS CG celkem 
1. Mammut  6156657 11314379 9365129 26836166 
2. Prägarten 3869687 14268812 8609577 26748076 
3. Haschberg 3020981 9868925 10287132 23177038 
4. Heidegg 13 1137452 10774336 9443598 21309386 
5. Samyl 4549740 9561591 6232136 20343467 
6. Sambo 2634738 11666558 3729059 18020356 
7. Riese aus Voβloch 1664339 8369397 6666327 16700064 
8. Dana 2167642 7908333 5924395 16000370 
9. Weihenstephan 1858568 6536805 5031611 13481984 
10. Bohatka 1943106 6599873 3223987 11766967 
11. Allesö 3090783 6069823 1614628 10775234 
12. Samdal 2652483 3381079 2648155 8681718 
13. Aurea 5954145 402963 1044013 7401121 
14. Sampo 2231123 2842759 2161304 7235186 
15. Sambu 2158995 3066930 1660827 6886753 
16. Kørsor 911032 2868679 2229564 6009275 
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Graf 1. Plochy píků v 16-ti odrůdách bezu černého 
 
 Množství anthokyanů, které se syntetizuje v plodech bezu černého zavisí na mnoha 
faktorech. Mezi vnější vlivy patří podnebný pás, ve kterém keř bezu roste. S tím je spjata 
kvalita klimatických podmínek, zejména délka expozice a intenzita UV záření.  
Čím intenzivnější je UV záření, tím více se anthokyanů v bezu syntetizuje. Barviva působí 
v rostlině totiž i jako ochrana proti UV záření. S intenzitou UV záření je úzce spjato vegetační 
období rostliny. Plody se začínají z květů tvořit na konci léta. Působením slunečního záření se 
syntetizují barviva a zelené plody se vybravují do fialovo-černého zabarvení. Pro sběr plodů 
je tedy vhodný konec vegetačního období rostliny. Mezi vnitřní faktory, které ovlivňují míru 
syntézy anthokyanů patří zejména aktivita regulačních enzymů. Regulační procesy jsou velmi 
komplexní děje, na které mají vliv jak průběh klíčení rostliny a zrání plodů, tak i vnější 
faktory, jako jsou světlo a teplota prostředí. Vzhledem k tomu, že všechny vzorky byly 
vysazeny a rostou při stejných vegetačních podmínkách, tak na míru syntézy anthokyanů 
budou mít pravděpodobně velký vliv vnitřní faktory. Bylo popsáno několik genů, jejichž 
tranksripční a translační produkty ovlivňují syntézu barviv. Je odhadováno, že za biosyntézu 
flavonoidů je zodpovědno při nejmenším 30 genů. Mezi ně patří například geny pro syntézu 
enzymů chalkosyntázy nebo anthokyanidinsyntázy. [31] 
 Pomocí regresní rovnice kalibrační křivky kyanidin-3-glukosidu byly plochy píků 
přepočítány na koncentrace barviva ve vzorku. V tabulce 9. a grafu 2. je uvedeno pořadí 
odrůd bezu černého z hlediska obsahu barviva CG. Největší množství tohoto anthokyanu bylo 
naměřeno v odrůdě Haschberg (0,382 mg·ml-1), nejméně naopak v odrůdě Aurea  
(0,039 mg·ml-1). K ostatním anthokyanům nebyly dostupné příslušné standartní vzorky, a tak 
nemohla být tato barviva přepočítána na mg·ml-1. 
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Tabulka 10. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CG*  
č. odrůda cCGG [mg·ml-1] č. odrůda 
cCGG 
[mg·ml-1] 
1. Haschberg 0,38 9. Sambo 0,14 
2. Heidegg 13 0,35 10. Bohatka 0,12 
3. Mammut 0,35 11. Samdal 0,10 
4. Prägarten 0,32 12. Kørsor 0,08 
5. Riese aus Voβloch 0,25 13. Sampo 0,08 
6. Samyl 0,23 14. Sambu 0,06 
7. Dana 0,22 15. Allesö 0,06 
8. Weiehenstephan 0,19 16. Aurea 0,04 
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Graf 2. Pořadí 16-ti odrůd bezu čeréno z hlediska obsahu CG* 
 
* naměřeno původním gradientem 
3.10.2 Analýza anthokyanovýc barviv pomocí nového gradientu 
 Analýze anthokyanových barviv bylo podrobeno rovněž 16 odrůd bezu černého 
(tabulka 1.). Z každé odrůdy byla připravena šťáva, která byla po filtraci přes filtrační papír a 
mikrofiltr naředěna redestilovanou vodou v poměru 1:4. Po odplynění byl každý vzorek 
3× analyzován. 
 Pomocí dostupné odborné literatury byla jednotlivá anthokyanová barviva identifikována. 
 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie odhalila přítomnost 4 anthokyanů ve všech 
odrůdách bezu. Majoritními barvivy byly kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-sambubiosid, 
v menším množství byly přítomny kyanidin-2,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid-5-
glukosid. Jako první, v čase cca 8,6 min, byl z kolony eluován CSG. Od tohoto barviva byl 
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více či méně dobře odseparován CGG, jehož průměrný retenční čas byl 9,3 min. Po dalších 
pěti minutách přicházel na detektor CS, za kterým následoval CG v čase t ≈ 15,4 min.  
Na obrázku 16. je vidět chromatogram odůdy Sampo analyzována finálním gradientem. 
 Podle [29] zaměřené na charakteristiku anthokyanů v bezu černém byla identifikovaná ještě 
barviva kyanidin-3-rutinosid, pelargonidin-3-glukosid a pelargonidin-3-sambubiosid. Tyto 
pigmenty byly přítomny pouze ve stopových množstvích. Za separačních podmínek 
uvedených v této práci, nebyla zmíněná barviva detekována. Může to být způsobeno tím,  
že v [29] byl použit jiný separační systém, anebo barviva byla detekována hmotnostní 
spektrometrií, která je citlivějším detektorem než DAD. 
 
 
Obrázek 16. Odrůda Sampo analyzovaná finálním gradientem 
1: mrtvý objem; 2: nečistota; CSG:kkyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu; CGG: kyanidin-
3,5-diglukosidu; CS: kyanidin-3-sambubiosid; CG: kyanidin-3-glukosid 
 
 Pomocí počítačového softwaru ChromQuest 4.0 byly píky patřící jednotlivým barvivům 
zintegrovány. Získaná data byla zpracovávána v programu Microsoft Excel. Ze tří nástřiků 
byla vypočtena průměrná hodnota každého barviva. V tabulce 10. jsou seřazeny odrůdy bezu 
černého podle klesající plochy píku. U nalezených výsledků byly spočítány směrodatné 
odchylky a intervaly spolehlivosti pomocí příslušných funkcí v excelu stejně jako u 
předchozího měření. 
 Nalezené plochy píků anthokyanů ve všech odrůdách se pohybovaly v rozmezí od 
33 283 833 mAU·min-1  do 5 539 950 mAU·min-1. Odrůda Mammut měla největší celkovou 
plochu píků anthokyanů (33 283 833 mAU·min-1) stejně jako u předchozího měření. Druhá 
v pořadí byla odrůda Samyl (23694047 mAU·min-1), narozdíl od prvního měření, kde byla jako 
druhá odrůda Prägarten. Nejmenší množství barviv (5 539 950 mAU·min-1) bylo tentokrát 
stanoveno u odrůdy Aurea. Graf 3. shrnuje pořadí jednotlivých odrůd bezu černého z hlediska 
celkové plochy píků anthokyanů. 
 Faktory , které ovlivňují množství anthokyanů v bezinkách jsou zmíněny v kapitole 3.9.2. 
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Tabulka 11. Plochy píků 16-ti odrůd bezu černého analyzovaných finálním gradientem 
plocha píku [mAU·min-1] pořadí odrůda 
CSG CGG CS CG celkem 
1. Mammut 4538034 1891882 13783838 13070079 33283833 
2. Samyl 3570304 1153066 11218205 7752472 23694047 
3. Haschberg 1823876 389412 9884743 10230286 22328318 
4. Riese aus 
Voβloch 
1354841 348185 9904663 8575274 20182963 
5. Prägarten 2074918 275572 9756368 5887739 17994598 
6. Sambo 2343694 259241 11038944 4109560 17751440 
7. Heidegg 13 804144 378853 7269239 6761426 15213662 
8. Dana 1261178 290073 6603420 5146853 13301525 
9. Bohatka 1639981 255945 6777569 3334697 11994860 
10. Allesö 2698840 499472 5239145 1547411 9984869 
11. Weihenstephan 1193016 191710 3987035 2585107 7956868 
12. Samdal 1156371 805855 3300364 2589721 7852312 
13. Sambu 1486445 568135 2979960 1794423 6828965 
14. Kørsor 729020 167862 3303471 2579837 6780192 
15. Sampo 867668 365889 2276154 2036676 5546388 
16. Aurea 1831596 2493191 326523 888639 5539950 
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Graf 3. plochy píků celkem 16-ti odrůd bezu černého 
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 Dominantním barvivem všech odrůd, až na Aurea a Haschberg, byl kyanidin-3-
sambubiosid. V menší koncentraci byl v bezu obsažen kyanidin-3-glukosid. Minoritními 
pigmenty byly kyanidin-2,5-diglukosid a kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid. Odrůda Aurea 
obsahovala největší množství CGG a odrůda Haschberg zase CG. 
 Plochy píku nejvíce zastoupeného barviva, kyanidin-3-sambubiosidu, se pohybovaly 
v rozmezí od 13 950 504 mAU·min-1  do 326 523 mAU·min-1. Druhým majoritním barvivem 
byl kyanidin-3-glukosid, jehož plochy byly mezi 13 240 079 mAU·min-1  až 888 639 mAU·min-
1
. V menším množství obsahuje bez černý barviva kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid 
(4 544 701−729 020 mAU·min-1) a kyanidin-3,5-diglukosid (2 471 858−167 629 mAU·min-1). 
V grafech 4., 5., 6. a 7. jsou uvedena pořadí odrůd bezu černého podle obsahu jednotlivých 
barviv. 
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Graf 4. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CS 
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Graf 5. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CG 
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Graf 6. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CGG 
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Graf 7. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CSG 
 
 Z grafů je patrné, že největší plochu kyanidin-3-sambubiosidu obsahovala odrůda Mammut 
a nejmenší odrůda Aurea. Stejně tomu tak bylo v případě barviva kyanidin-3-glukosidu. 
Odrůda Aurea měla největší plochu píku patřícímu anthokyanu kyanidin-3,5-diglukosidu. 
Nejmenší plochu tohoto barviva měla odrůda Kørsor. Posledním barvivem detekovaným 
v bezu černém je kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosid, jehož měla nejvíce odrůda Mammut a 
nejméně odrůda Kørsor. 
 Pomocí regresní rovnice kalibrační křivky kyanidin-3-glukosidu byly příslušné plochy píků 
přepočítány na koncentrace barviva ve vzorku. V tabulce 11. a grafu 8. je uvedeno pořadí 
odrůd bezu černého z hlediska obsahu barviva CG. Největší množství tohoto anthokyanu bylo 
tentokrát naměřeno v odrůdě Mammut  (0,486 mg·ml-1), nejméně naopak v odrůdě Allesö 
(0,033 mg·ml-1). Pro ostatní anthokyany nebyly dostupné příslušné standardy, a tak nemohla být tato 
barviva kvantifikována. 
 
Tabulka 12. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CG* 
č. odrůda cCGG [mg·ml-1] č. odrůda 
cCGG 
[mg·ml-1] 
1. Mammut 0,49 9. Bohatka 0,12 
2. Haschberg 0,38 10. Samdal 0,10 
3. Riese aus Voβloch 0,32 11. Weiehenstephan 0,10 
4. Samyl 0,29 12. Kørsor 0,10 
5. Heidegg 13 0,25 13. Sampo 0,08 
6. Prägarten 0,22 14. Sambu 0,07 
7. Dana 0,19 15. Allesö 0,06 
8. Sambo 0,15 16. Aurea 0,03 
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Graf 8. Pořadí 16-ti odrůd bezu černého z hlediska obsahu CG* 
 
*naměřeno novým gradientem 
3.10.3 Srovnání obsahu barviv stanovených původním a finálním gradientem 
 Graf 9. srovnává výsledky celkových ploch píků z prvního a druhého měření 
anthokyanových barviv. Naměřená data se v některých případech neshodovala. Odrůda 
Mammut byla dominantní v obou měření, obsahovala nejvíce anthokyanů. Na druhém místě 
už nastala změna. V prvním měření zaujímala druhou pozici odrůda Prägarten, zatímco ve 
druhém měření to byla odrůda Samyl. Rozdílné hodnoty byly naměřeny u odrůd Heidegg 13, 
Riese aus Voβloch, Dana, Weihenstephan a Sampo. U jiných odrůd byly naměřené hodnoty 
téměř shodné. Tady se jednalo o odrůdy Haschberg, Sambo, Bohatka nebo Sambu. Poslední 
pozice patřila v prvním měření odrůdě Kørsor a ve druhém měření odrůdě Aurea. 
 Nestejnorodost výsledků může být způsobena několika faktory. Mezi oběma měřeními bylo 
časové rozmezí cca 3 měsíců. Vzorky byly skladovány v hlubokomrazícím boxu, kde během 
této doby mohlo dojít k většímu nebo menšímu úbytku barviv v určitých odrůdách bezu 
černého. Další možností, kde mohlo dojít k ovlivnění výsledků bylo při práci s rostlinným 
materiálem resp. přípravě vzorků pro analýzu. Při filtraci se určité množství barviv 
zachycovalo na filtračním papíře. I když by měla být systematická chyba u všech měření 
stejná, tak mohlo dojít k tomu, že se při jednom či druhém měření zachytilo na filtračním 
papíře více nebo méně barviv. Navíc je při práci s reálnými rostlinnými matricemi obtížné 
připravit reprezentativní homogenní vzorek. Pro získání reprodukovatelných výsledků by bylo 
potřeba metodu plně optimalizovat, stanovit validační parametry a provést větší počet analýz. 
To může být náplní další diplomové práce. 
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Graf 9. Srovnání ploch píků celkových anthokyanů 16-ti odrůd bezu černého z prvního a 
druhého měření. 
 Pro srovnání všech odrůd bezu černého z hlediska zastoupení jednotlivých anthokyanů je 
zde uveden graf 10. Z tohoto grafu je zřejmé, že majoritním barvivem všech odrůd, až na 
Haschberg a Aurea je kyanidin-3-sambubiosid a minoritním pigmentem je kyanidin-3,5-
diglukosid. 
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Graf 10. Procentové zastoupení jednotlivých anthokyanů v 16-ti odrůdách bezu černého 
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4 ZÁVĚR 
 Náplní teoretické části této diplomové práce bylo prostudování odborné literatury týkající 
se bezu černého (Sambucus nigra L.), anthokyanových barviv a metody vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie. Pozornost byla věnována také studiu stanovení anthokyanů 
zahraničními vědeckými pracovišti se zaměřením na metodu HPLC. 
 Cílem experimentální části bylo posouzení 16-ti odrůd bezu černého z hlediska celkového 
obsahu anthokyanů pro výzkumný a šlechtitelský ústav v Holovousích. Kvůli lepší separaci 
pigmentů byl optimalizován gradient mobilní fáze, pomocí kterého byly všechny vzorky 
znovu podrobeny analýze. 
 Ke stanovení anthokyanů byla použita metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
s reverzní fází a detekcí diodovým polem. Použitá kolona Synergi C12 Phenomenex byla 
speciálně vyvinuta k separaci anthokyanů. Barviva byla sledována při vlnové délce 520 nm.  
 Vzorky bezu černého byly analyzovány dvakrát. Poprvé hned na podzim, v co nejkratším 
čase po sklizni. Proto byl při prvním měření použit původní gradient mobilní fáze, který byl 
sestaven pro stanovení anthokyanů v červeném víně. Na chromatogramu byly pozorvány  
3 píky patřící kyanidin-sambubiosidu, kyanidin-3-glukosidu a směsi kyanidin-3,5-diglukosidu 
a kyanidin-3-sambubiosid-5-glukosidu. Největší množství barviv bylo stanoveno u odrůdy 
Mammut, nejmenší zase u odrůdy Kørsor. 
 Vzhledem k tomu, že tímto původním gradientem nebylo dosaženo žádné separace 
2 minortiních barviv a doba analýzy byla zbytečně dlouhá, tak byl původní gradient 
optimalizován. Optimalizace byla prováděna na vzorku vitaminátoru bezu černého z roku 
2010, což je 100% šťáva. Celkem bylo testováno 20 různých gradientů. Jako optimální poměr 
mobilních fází A : B v prvním kroku byl zvolen 85 : 15, namísto původního 94 : 6. Časové 
intervaly byly poupraveny tak, že celková doba analýzy barviv trvala 25 minut namísto 
původních 55 minut. 
 Pomocí nového gradientu byly všechny vzorky opět analyzovány. Ve druhém měření bylo 
nalezeno nejvíce barviv opět v odůdě Mammut a nejméně tentokrát v odrůdě Aurea. 
Dominantním anthokyanem všech odrůd, až na Haschberg a Aurea, byl kyanidin-3-
sambubiosid. Odrůda Haschberg obsahovala největší množství kyanidin-3-glukosidu a odrůda 
Aurea kyanidin-3,5-diglukosidu. Toto barvivo bylo naopak u všech ostatních odrůd barvivem 
minortiním. 
 Bez černý patří mezi nejvyznamnější zdroje anthokyanů, které vykazují řadu prospěšných 
účinků na lidský organismus. Ovoce je tak vhodnou surovinou pro výrobu potravních 
doplňků, farmaceutických preparátů nebo pro izolaci přírodních pigmentů, kterých se využívá 
pro barvení potravin. Z výsledků vyplývá, že mezi odrůdy chudé na anthokyanová barviva 
patří Aurea, Kørsor, Sampo a Sambu. Dominantní odrůdou z hlediska těchto barviv je 
Mammut. Vyšším obsahem pigmentů se ale mohou pyšnit i odrůdy Prägarten. Samyl, 
Haschberg, Heidegg 13, Sambo a Riese aus Voβloch. Ty by bylo možno doporučit 
k pěstování jako vydatný zdroj přírodních barviv-anthokyanů pro potravinářské účely. 
 Při posuzování vhodnosti pěstování odrůdy pro komerční účely (nejen jako zdroj 
přírodního potravinářského barviva) je potřeba zohlednit všechny nutriční vlastnosti odrůd, 
jako jsou například obsah flavonoidů, vitamínu C a dalších látek. 
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
AAT  (anthocyanin acyl transferase) – anthokyaninacyltransferáza 
ACN  (acetonitrile) – acetonitril 
ANS  (anthocyanidin synthase) - anthokyanidinsyntáza 
APCI (atmospheric pressure chemical ionization) – chemická ionizace za 
atmosférického tlaku 
CE  (capillary electrophoresis) – kapilární elektroforéza 
CG  (cyanidin-3-glucoside) – kyanidin-3-glukosid 
CGG  (cyanidin-3,5-diglucoside) – kyanidin-3,5-diglukosid 
CHS  (chalcone synthase) – chalkonsyntáza 
CIE  (Comision internationale de l'éclairage) – Mezinárodní komise pro 
osvětlování 
CMC  (critical micellar concentration) – kritická koncentrace micel 
CS  (cyanidin-3-sambubioside) – kyanidin-3-sambubiosid 
CSE  (conventional solvent extraction) – tradiční extrakce rozpouštědlem 
CSG  (cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside) – kyanidi-3-sambubiosid-5-glukosid 
CTAB (cetyl trimethylammonium bromide) – cetyl trimethylamonium bromid 
CZE  (capillary zone electrophoresis) – zónová kapilární elektroforéza 
C4H  (cinnamate-4-hydroxylase) – cinamát-4-hydroxyláza 
DAD  (diode array detector) – detektor s diodovým polem 
DFR  (dihydroflavonol-4-reductase) – dihydroflavonol-4-reduktáza 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) – 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl 
ESE  (enahanced solvent extraction) 
ESI  (electrospray ionization) – ionizace elektrosprejem 
FAB/MS (fast atom bombardment/mas spectroscopy) – hmotnostní spektroskopie 
s ionizací ostřelováním vzorku rychlými atomy 
F3H  (flavanone-3-hydroxylase) – flavanon-3-hydroxyláza 
FAD  (flavin adenine dinucleotide) – flavin adenin dinukleotid 
FMN  (flavin mononucleotide) – flavin mononukleotid 
GC/MS (gas chromatography/mass spektrometry) – plynová chromatografie – 
detektorem je hmotnostní spektrometr 
GPC  (gel permeation chromatography) – gelová permeační chromatografie 
HPLC (high-performance liquid chromatography) – vysoko-účinná kapalinová 
chromatografie) 
HPLC/MS (high-performance liquid chromatography/mass spektrometry) – 
vysokoúčinná kapalinová chromatografie – detektorem je hmotnostní 
spektrometr 
HSV-1 (Herpes simplex virus type 1) – Herpes simplex virus typu 1 
IEC  (ion exchange chromatography) – iontově výměnná chromatografie 
LAB  (L*=lightness, a*, b*) – světlost, osa zelená-červená, osa modrá-žlutá 
LDL  (low-denstity lipoprotein) – nízkohustotní lipoprotein 
LLC  (liquid-liquid chromatography) – rozdělovací kapalinová chromatografie 
LLE  (liquid-liquid extraction) – kapalinová extrakce 
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LSC  (liquid-solid chromatography) – adsorpční kapalinová chromatografie 
MATE (protein-mediated system) – proteinem zprostředkovaný systém 
MEKC (micellar electrokinetic chromatography) –  micelární elektrokinetická 
chromatografie 
MF  (mobile phase) – mobilní fáze 
MS  (mass spectrometry) – hmotnostní spektrometrie 
MS/MS (mass spektrometry/mass spektrometry) – tandemové uspořádání 
hmotnostních spektrometrů 
NAD  (nicotinamide adenine dinucleotide) – nikotinamid adenin dinukleotid 
NADP (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) – nikotinamid adenin 
dinukleotid fosfát 
NMR (nuclear magnetic resonance) – nukleární magnetická resonance 
PAL  (phenylalanine ammonia-lyase) – fenylalanin amonium-lyáza 
PC  (paper chromatography) – papírová chromatografie 
PPO  (polyphenol oxidase) – polyfenoloxidáza 
RP-HPLC (reversed phase-high performance chromatography) – chromatografie 
s opačným sledem fází 
RP/CD-HPLC (reversed phase/cyclodextrine-high performance chromatography) – 
chromatografie s reverzní/cyklodextrinovou stacionární fází 
SFE  (solvent fluid extraction) 
SNAIII (Sambucus nigra agglutinin III) – Sambucus nigra agglutinin III 
SPE  (solid phase extraction) – extrakce na tuhou fázi 
TFA  (trifluoroacetic acid) – kyselina trifluoroctová 
THF  (tetrahydrofuran) – tetrahydrofuran  
TOF  (time of flight) – průletový analyzátor 
TLC  (thin layer chromatography) – tenkovrstvá chromatografie 
UV/Vis/DAD (ultraviolet/visible/diode array detector) – ultrafialový/viditelný detektor 
spojený s diodovým polem. 
3-GT  (flavonoid-3-O-glucosyltrasnferase) – flavonoid-3-O-glukosyltransferáza 
4CL  (4-coumaryl-CoA ligase) – 4 kumaryl-CoA ligáza 
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8 PŘÍLOHY 
Příloha 1. Tabulky 
 
Tabulka 13.  Podmínky HPLC analýzy anthokyanových barviv bezu černého 
Kolona Mobilní fáze Gradient Nástřik [µl] 
Průtok 
[ml·min-1] Detekce Odkaz 
Nucleosil 5 C18 
(150 × 4,6 mm) 
THF/0,05 M kyse-
lina fosforečná 
1–40 % THF 
(0–15 min) 20 1,2 
UV/Vis 
(254, 340, 
510 nm) 
[53] 
Spherisorb S5 
ODS 2 
(250 × 4,6 mm; 
10 µm) 
(A)-5% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-methanol 
27 % B 
(0–17 min) 
27–50 % B 
(17–30 min) 
20 1,0 
UV/Vis 
(500-
530 nm) 
[64] 
Spherisorb S5 
ODS 2 
(250 × 10 mm; 
10 µm) 
(A)-5% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-methanol 
izokratická 
eluce 
(30% B) 
1000 3,0 - [64] 
Hypersil ODS 
(100 × 2,1 mm; 
5 µm) 
(A)-0,6% kyselina 
chloristá/voda 
(B)-methanol 
20–52 % B 
(0–32 min) 25 0,3 
DAD 
(520 nm) [27] 
Capcell Pak 
C18 
(250 × 4,6 mm; 
5 µm) 
(A)-0,5% kyselina 
fosforečná/voda 
(B)-0,5% kyselina 
fosforečná/60% 
THF 
10–100 % B 
(0–30 min) 10 1,0 
DAD 
(520 nm) [17] 
Capcell Pak 
C18 
(250 × 20 mm; 
5 µm) 
(A)-0,5 % kyselina 
fosforečná/voda 
(B)-0,5 % kyselina 
fosforečná/60 % 
THF 
10–100 % B 
(0–50 min) 300 9,0 
DAD 
(520 nm) [17] 
Hypersil-RP 
ODS 
(200 × 2,1 mm; 
5 µm) 
 
(A)-0,6% kyselina 
chloristá/voda 
(B)-THF 
 
2–30 % B 
(0–28 min) 
 
25 
 
0,3 
 
DAD 
(520 nm) 
 
[55] 
 
ODS-HG 
(250 × 4,6 mm) 
 
(A)-0,5 % kyselina 
trifluoroctová/voda 
(B)-acetonitril 
 
8–50 % B 
(0–76 min) 
 
10 
 
1,0 
 
DAD 
(200–
900 nm) 
 
[65] 
 
ODS 
(150 × 4,6 mm) 
 
THF/0,05 M kyse-
lina fosforečná 
 
1–40 % THF 
(0–15 min) 
 
20 
 
1,2 
 
UV/Vis 
(510 nm) 
 
[26] 
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Hypersil ODS 
(125 × 4 mm; 
5 µm) 
(A)-0,1% kyselina 
trifluoroctová/voda 
(B)-voda/ ACN/ 
kys.octová,TFA 
(50,4/48,5/1,0/0,1) 
20 % B 
(0 min) 
60 % B 
(0–26 min) 
20 % B 
(26–35 min) 
10 0,8 
DAD 
(200– 
799 nm; 
520 nm); 
ESI/MS 
[66] 
Hypersil ODS 
(125 × 4 mm; 
5 µm) 
(A)-0,5% kyselina 
fosforečná/voda 
(B)-voda/ACN/ 
ledová kys.octová/ 
kys.fosforečná 
(50,0/48,5/1,0/0,5) 
20 % B 
(0 min) 
60 % B 
(0–26 min) 
20 % B 
(26–35 min) 
10 0,8 
DAD 
(200–
800 nm) 
[66] 
RP-C18 
(250 × 4,6 mm; 
5 µm) 
(A)- voda/ACN/ 
ledová kys.octová/ 
kys.fosforečná 
(84/5/10/1) 
(B)-acetornitril 
100 % A 
(0–5 min) 
100–80 % A 
(5–20 min) 
80–60 % A 
(20–25 min) 
50 1,0 
DAD 
(280, 320 
a 520 nm) 
ESI/MS 
[67] 
Zorbax SB-C18 
(250 × 4,6 mm) 
(A)-5% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-methanol 
5 % B 
(0–2 min) 
5–24 % B 
(2–10 min) 
24 % B 
(10–15 min) 
24–35% B 
(15–30 min) 
35 % B 
(30–35 min) 
35–45 % B 
(35–50 min) 
45 % B 
(50–55 min) 
45–5 % B 
(55–65 min) 
5 % B 
(65–68 min) 
- 1,0 
DAD 
(520 nm) 
ESI/MS 
[30] 
Phenomenex 
C18 Aqua 
(250 × 4,6 mm; 
5 µm) 
(A)-voda/kyselina 
mravenčí/ACN 
(87/10/3) 
(B)-voda/kyselina 
mravenčí/ACN 
(40/10/50) 
6–30 % B 
(0–15 min) 
30–50 % B 
(15–30 min) 
50–60 % B 
(30–35 min) 
60–100 % B 
(35–40 min) 
100–6 % B 
- 0,8 
DAD 
(200–
600 nm; 
520 nm) 
ESI/MS 
[36] 
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LUNA C18-RP 
(250 × 3 mm; 
5 µm) 
(A)-5% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-ACN/voda 
(60/40) 
3–20 % B 
(0–30 min) 
20–50 % B 
(30–40 min) 
 
20 1,0 
DAD 
(530 nm) 
ESI/MS 
[68] 
OmniSpher C18 
(250 × 4,6 mm; 
5 µm) 
(A)-0,5% kyselina 
fosforečná/voda 
(B)-methanol 
3–65 % B 
(0–38 min) 
65 % B 
(38–45 min) 
10 1,0 
DAD 
(190–
600 nm; 
520 nm) 
[49] 
Synergi Hydro-
RP 80Å 
(150 × 2 mm; 
4 µm) 
(A)-k.octová/TFA/ 
ACN/voda 
(10,0/0,2/5,0/84,8) 
(B)-acetonitril 
99–90 % A 
(0–30 min) 
90–70 % A 
(30–40 min) 
70–60 % A 
(40–45 min) 
5 0,2 
DAD 
(520, 
280 nm) 
ESI/MS 
[18] 
Gemini C18 
(150 × 4,6 mm; 
3 µm) 
(A)-1% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-acetonitril 
- 20 1,0 DAD (530 nm) [25] 
Spherisorb S5 
ODS 2 
(250 × 4,5 mm; 
5 µm) 
(A)-5% kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-methanol 
5–15 % B 
(0–10 min) 
15–25 % B 
(10–15 min) 
25–50 % B 
(15–40 min) 
50–80 % B 
(40–50 min) 
- 1,0 DAD (520 nm) [28] 
- 
(A)-kyselina 
mravenčí/voda 
(B)-acetonitril 
- 10 1,0 DAD 
ESI/MS [69] 
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Tabulka 14. Průměrné plochy píků všech barviv z prvního měření, směrodatné odchylky, 
intervaly spolehlivosti. 
odrůda průměrná plocha 
píků 
směrodatná 
odchylka 
interval 
spolehlivosti 
Allesö 10775234 4820 6680 
Aurea 7401121 6144 8515 
Bohatka 11766967 49744 68940 
Dana 16000370 27114 37577 
Haschberg 23177038 137478 190531 
Heidegg 13 21309386 65262 90447 
Kørsor 6009275 18366 25454 
Mammut 26836166 56709 64171 
Prägarten 26836166 203039 281393 
Riese aus 
Voβloch 
16700064 82507 114346 
Sambo 16700064 90849 125907 
Sambu 6886753 54404 75398 
Samdal 8681718 48943 67830 
Sampo 7235186 14665 20324 
Samyl 20343467 23520 32597 
Weihenstephan 13481984 117955 114346 
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Tabulka 15. Průměrné plochy píků všech barviv z druhého měření, směrodatné odchylky, 
intervaly spolehlivosti. 
odrůda průměrná plocha 
píků 
směrodatná 
odchylka 
interval 
spolehlivosti 
Allesö 9984869 37692 42651 
Aurea 5539950 11105 12567 
Bohatka 11994860 53548 60594 
Dana 13301525 141516 160138 
Haschberg 22328318 46489 52606 
Heidegg 13 15213662 73183 82813 
Kørsor 6780192 77308 87480 
Mammut 33283833 486044 550001 
Prägarten 17994598 39417 44604 
Riese aus 
Voβloch 
20182963 553950 626842 
Sambo 17751440 17175 19435 
Sambu 6828965 43615 49354 
Samdal 7852312 28398 32135 
Sampo 5546388 40199 45489 
Samyl 23694047 246769 279240 
Weihenstephan 7956868 24802 28066 
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